From the INTERNATIONAL BUREAU 



PCT 

NOTIFICATION OF ELECTION 

/DPT DmU CI 0\ 


To: 

Commissioner 

US Department of Commerce 
United States Patent and Trademark 
Office, PCT 

2011 South Clark Place Room 
CP2/5C24 

Arlington, VA 22202 
ETATS-UNIS D'AMERIQUE 

in its capacity as elected Office 


Date of mailing (day/month/year) 

08 Januarv 2001 (08 01 01) 




International application No. 
PCT/E POO/05 127 


Applicant's or agent's file reference 
43 222-22 


International filing date (day/month/year) 

05 June 2000 (05.06.00) 


Priority date (day/month/year) 

04 June 1999 (04.06.99) 


Applicant 

BAUER, Georg et af 



1. The designated Office is hereby notified of its election made: 



X | in the demand filed with the International Preliminary Examining Authority on: 

21 November 2000 (21.1 1.00) 

| | in a notice effecting later election filed with the International Bureau on: 



2. The election | X| 

□ 



was 



was not 



made before the expiration of 1 9 months from the priority date or, where Rule 32 applies, within the time limit under 
Rule 32.2(b). 



The International Bureau of WIPO 


Authorized officer 






34, chemin des Colombettes 


Nestor Santesso 




1211 Geneva 20, Switzerland 






Facsimile No.: (41-22) 740.14.35 


Telephone No.: (41-22) 338.83.38 


• 



Form PCT/IB/331 (July 1992) 



EP0005127 



vch i hAG UBtH uit in I fcttNA I iunalE ZUSAMMENAHbfclT AUF DEM 

GEBIET DES PATENTWESEf 



Absenden MIT OSR :NTzRNA7:0N^^V0nL>UrlGcN 

prGfung =eauft=ag^PIh6ro£ 



An: 



SIEMONS. Ncrbert 
Neuer Wall 41 
0-20354 Hamburg 
ALLEMAGNE 



nar-, W 5 nb.j|rg 

12 APS. ^dOi ; 



by fax and ffi **- ] - 



i 

SCHRIFTLICHER 3ESCHEID 
(Regel 56 ?CT) 



V 



Absendecarjm 
(Tag/Mcnai'jjhr) 



13.04.2G0- 



Aktenzsichen ess Anmeldera oder Amvalts 


i ANTWORT FALL1G -nna-iasvcn 2 Monat(en) 


43 222-22 


i 


ooigen Abseraaoatun 


Internationales Aktenzelcnen 


! firs rnatlonal es An m QiceaziumfTagt'Mcnat'jann 


Priorituts da run {Tag/Men at/Jar.r) 


PCT/EP00/05127 


05/06/2000 


04/06/1999 


Internationale Paten tw assignation oder nationals rflassifikatlon lpcj 1P'< 




C12N 15/62 






An m eider 






LOHMANN ANIMAL HEALTH GMBH A CO. KG e: al 





V Dieser Bescheid ist zer erste schrifilicne Sescheid der nit der iniernaaonalen vcriaufigen 3 rG:ung 3eauftragte 5sh6rde 
2. Dieser Bescheid entnfiJt Angaben zu foigenden Punkten: 

I S Grundlage des Bescheides 



1 


a 


If 


r-j 




ill 


□ 


IV 


□ 


V 


3 


VI 


G 


VII 


n 


Vlil 


a 



dar gewerbfichen Anwendbarkait; Unterlagen una ErklSrungsn zur Stutzung dieser Feststellung 



3. Der Anmelder wird aufgefordert, zu diesem 3escheid Steilung zu nehmen 

Wann7 Siehe ooen gerar/v.e rri&L Oer Anmeicsr .<ar»n vcr Acaui eleser r '*s: 091 3ar 3eh-n3a ams 
Vertangerung beantragen. slehe Regei 65.2 d). 

Wie? Qurcn Snralchung einer scnrifiijchen SleliLncnahm9 und gsgaosnsnrails von AnoerL'ngen 

nacn Regel 66.3. 2u Form und Soracne der Ande.ungen. siene , = .egaln 66.3 ur.d =6.3. 

Dazu: Hlnslcftillcn ainer zusdtziicnan Mbglictikeit zur Einrai'cnung von Ancarungen. siehe flegei So.-i 

Hmsicmllcn der VeraTllcruong des Frufars, Ar.derungan jnc/oaer oegenvorsteiSungen zu ber'jc:<s.cr.ugen, 
siehe Regei 36.4 gis. 

Hinsicnllich einer formlosen Erotarung «t.h dec, Pajter. siene Bege! 66.3. 
Wird koine Stoflungnohme emgereicht. so wira oer Internationale uorlaufige r'ufun gsoericru au( der Grjr.clage dieses 3escneices ersteilt. 

4. Oer T3g. an aom der international voflaurlga PrCfuncsbertcr.t 
gama/3 Regal 69.2 spitastens ersteilt sem muO. ist der: 0-v:0/2C0:. 



Name und Pastanschriffi dsr mit der intemationaien Prufung 
aeauftragte Sencrde: 

. Suropalscnes Pa:entamt 
Ani 0-80296 Mtincnen 

Tel- -49 59 2339 - 0 Tx: 523656 *omu d 
rax: ^49 89 2393 - 4465 



sevoiirnacr.ligwr reaiensteter / Pr'jfer 
SCHEFFZYK. I 



r crmaisacnte2roauer femsc.-i. --irr/eraogsryng} 
Em slander. 5 

~et. -43 SS 2299 37:3 




= ormDiatt PCT/ipPA/408 /Oeckofarr) (Januar 1 99^) 



SCHR1FTLICHER BESCHEID 



Internationales Aktenzeichen PCT/EP00/05 1 27 



I. Grundlage des Bescheids 

1 . Hinsichtlich der Bestandteile e'er Tternationalen Anmeldung (Ersatzblatter, die dem Anmsldeamt auf eine 
Aufforcterung nach Artikel 14 htn vorgelegt wurden, gelten im Rahmen dieses Ssscheids sis 'ursprungiicn 
eingereicht"): 

Beschrelbung, Seiten: 

1-17 ursprungliche Fassung 

Patentanspruche, Nr.: 

1 -31 ursprungliche Fassung 



2. Hinsichtlich aer Sprache: Alls vcrstehend genannten Bestandteile standen der Behcrde in aer Sprache, in der 
die international Anmeldung eingereicht worden 'st, zur VerfGgung oder wuraen in dieser eingereicht, sofern 
unter diesem Punkt nichts anderes angegeben ist. 

Die Bestandteile standen der Behorde in der Sprache: zur Verfugung bzw. wurcen in dieser Ssrache 
eingereicht; dabei handelt es sich um 

□ die Sprache der Ubersetzung, die fur die Zwecke der internationalen Recnerche eingereicht worden- ist (nach 
Regel 23.1(b)). 

□ die Vardffentlichungssprache der internationalen Anmeldung (nach Regel 48.3(b)). 

□ die Sprache der Ubersetzung, die fur die Zwecke der internationalen vorlaufigen P'ufung eingereicht worden 
ist (nach Regel 55.2 und/oder 55.3). 

3. Hinsichtlich der in der internationalen Anmeldung offenbarten Nucleotid- und/oder Amlnosauresequenz ist die 
international vorlauflge Prufung auf der Grundlage des Sequenzprotokolls durchgefuhrt worden, das: 

□ in der internationalen Anmeldung in schriftlicher Form enthalien ist. 

□ zusammen mit der internationalen Anmeldung in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

□ bei der Behorde nachtraglich in schriftlicher Form eingereicht worden ist 

□ bei der Behorde nachtraglich in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

□ Die Erklarung, dai3 das nachtraglich eingereichte scnriftliche Sequenzprotokoll nicht Goer den 
Offenbarungsgehalt der internationalen Anmeldung im Anmeldezeitpunkt hinausgeht. wurde vcrgelegt. 

□ Die Erklarung, da(3 die in computerlesbarer Form erfassten Informationen dem schriftlichen 
Sequenzprotokoll entsprechen, wurae vorgelegt. 

4. Aufgrund der Anderungen sind folgende Unterlagen fortgefallen: 

□ Beschreibung, Seiten: 

□ Anspruche, Nr.: 



Formbtart PCT/1PEA/408 (reider i-Vlll. 3lart ') {Juli \ 393) 



SCHRIFTLICHER BESCHEID 



Internationales Aktenzeichen PCT/EP00/051 27 



□ 



Zeichnungen, 



Slatt: 



5. □ Dieser Bericht ist ohne Serucksichtigung (von einigen) aer Anderungen erstefit worden, da ciese aus den 

angegebenen Grunden nach Auffassung der Behdrde uber den Offenbarungscenaii in tier ursprunglich 
eingereichtan Fassung ninausgehen (Regel 70.2(c)). 

(Auf Ersatzblalter, die so/che Anderungen enihalten, ist unterPunkt 7 hinzuweisen; sie sind diassm Bericht 
beizufugen.) 

6. Etwaige zusatzliche 8emerkjngen: 

V. Begrundete Feststellung nach Regel 66.2(a)(ii) hinsichtlich der Neuheit, der erfinderischen Tatigkelt und 
der gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 

1. Feststellung 

Neuheit (N) Ansprucne 1-31 

Erfinderische Tatigkeit (IS) Ansprucne 1 -3 1 

Gewerbliche Anwendbarkeit (IA) Ansprucne 

2. Unterlagen und ErWarungen: 
siehe Beiblatt 

VIIL Bestimmte Bemerkungen 2ur internationalen Anmeldung 

Zur Klarheit der Patentanspruche, der Beschreibung und der Zeichnungen oaer zu der Frage, ob die Ansprucne 
in vollem Umfang durch die Beschreibung gestutzt werden, ist folgendes zu bemerken: 
siehe Beiblatt 



ForT7iolatT?CT/IPEA/403 (Felrter l-VH!. 5/at!2) (Jju :*9Q) 



SCHRIFTUCHER BE^^IlD Internationales AktenlWen PCT/EP00/05127 

BEIBLATT 



SEKTION V- 



Der Gegenstand vorliegender Anspruche 1-31 wird durch die Lehre der 
Entgegenhaltung WO 98/11229 (1) neuheitsschadlich von//eggenommen. 
Daruberhinaus ist das Dokument WO 96/30043 (2) fur Anspruche 1-27 
neuheitsschadlich. 

Ferner werden in den Dokumenten FR-A-2 766 193 (3), Infection and Immunity, 
Jan. 1995, p- 301-308 Acheson D.W.K. et al (4), Veterinary Microbiology 43 
(1995) 41-52, Franke S. et al (5) und Deutsche Tieraerztliche Wochenzeitschrift, 
Bd. 102, Januar 1995, Seiten 40-43 (6) Stx2e Fusionsproteine gemaB 
Anspruchen 1-3 beschrieben. 

Demnach erfuilen vorliegende Anspruche nicht das Erfordernis des Art. 33(2) 
PCT. 

Daruberhinaus kann auch das Vorliegen einer erfinderischen Tatigkeit nicht 
anerkannt werden, denn das der vorliegenden Anmeldung zugrundeliegende 
Prinzip (Bereitstellung eines Shiga Toxin Fusionsproteins und dessen 
Verwendung als Impfstoff) wird bereits im Stand der Technik beschrieben (siehe 
oben, insbesondere (1), (2) und (6)). Daher erfuilen vorliegende Anspruche auch 
nicht das Erfordernis des Art. 33(3) PCT. 



SEKTION VIII 

1 ) . Der in Anspruch 6 verwendete Ausdruck "fur verschiedene Verwendungen im 

Zusammenhang mit der Odemkrankheit der Tiere" ist vage und macht daher den 
Schutzumfang dieses Anspruchs unklar. j 

2) . Anspruch 13 ist unklar: Anspruch 6, zu dem Anspruch 13 einen Ruckbezug 

enthalt, ist auf eine Impfstoffzusammensetzung gerichtet, die ein Fusionsprotein 
gemaB Anspruch 1 enthalt. Aufgrund der "und/oder" Formulierung in Anspruch 13 
ist die Anwesenheit eines solchen Fusionsproteins in der 

Impfstoffzusammensetzung gemaB Anspruch 13 nicht unbedingt erforderlich. Dies 
ist jedoch nicht in Ubereinstimmung mit Anspruch 6. Zudem ergibt sich dann ein 



SCHRIFTLICHER BES ID Internationales AktsnlWen PCT/EP00/05127 

BEIBLATT 



Einwand unter Regel 13.1-13.3 PCT (Nicht-Einheitlichkeit). 

3) . Anspruch 15 ist nicht im Einklang mit Anspruch 1 , denn die GrdRe des terminalen 

Tags /st nicht festgelegL Demnach ergibt sich auch hier ein Einwand unter Regel 
13.1-13.3 PCT. 

4) . Betreffend Anspruch 17 wird festgestellt, dass Anspruch 6 nicht auf ein 

Fusionsprotein gerichtet ist. 

5) . Anspruch 20 ist unvollstandig, denn das in diesem Anspruch definierte Verfahren 

behandelt ausschliesslich die Herstellung des subgenischen Shigatoxins. Im 
Hinblick auf die in Anspruch 20 definierten Verfahrensschritte ist demnach die 
geforderte Expression und Reinigung eines Fusionsproteins nicht moglich. 



6). Anspruche 29-31 scheinen sich auf die Herstellung von gegen das beanspruchte 
Fusionsprotein gerichtete Antikdrper zu beziehen. Der Ruckbezug zu Anspruch 20 
ist demnach fraglich. 



Pormbiatt PCT/BeibtettMoa (Blatt 2) (EPA-Aorti 1397) 



PCT/E POO/05 127 



PAJfcNT COOPERATION TREAT 



From the INTERNATIONAL BUREAU 



PCT 

INFORMATION CONCERNING ELECTED 
OFFICES NOTIFIED OF THEIR ELECTION 

(PCT Rule 61.3) 


To: 

oicivivjiNo, iNorucn 
NeuerWall41 
D-20354 Hamburg 
ALLEMAGNE 


Date of mailing {day/month/year) 
08 January 2001 (08.01.01) 




Applicant's or agent's file reference 
43 222-22 


IMPORTANT INFORMATION 


International application No. International filing date (day/month/year) 
PCT/EP00/05127 05 June 2000 (05.06.00) 


Priority date (day/month/year) 
04 June 1999 (04.06.99) 


Applicant 

LOHMANN ANIMAL HEALTH GMBH & CO. KG et al 



1. The applicant is hereby informed that the International Bureau has, according to Article 31(7), notified each of the following 
Offices of its election: 

EP lAT.BEXH^DE^K^ES^FUFR^B^RJEJT^U^MCNL^PT^SE 
National :AU,CN,PL,RU,US 



2. The following Offices h?ve waived the requirement for the i 
by the International Bureau only upon their request: 

National :BY,HU,UA 



otificjticn of thoir election; the notification win oe seni to litem 



3. The applicant is reminded that he must enter the "national phase" before the expiration of 30 months from the priority date 
before each of the Offices listed above. This must be done by paying the national fee(s) and furnishing , if prescribed, a 
translation of the international application (Article 39(1 )(a)), as well as, where applicable, by furnishing a translation of any 
annexes of the international preliminary examination report (Article 36(3)(b) and Rule 74.1). 

Some offices have fixed time limits expiring later than the above-mentioned time limit. For detailed information about the 
applicable time limits and the acts to be performed upon entry into the national phase before a particular Office, see Volume II 
of the PCT Applicant's Guide. 

The entry into the European regional phase is postponed until 31 months from the priority date for all States designated for 
the purposes of obtaining a European patent. 





Authorized officer: 


The International Bureau of W1PO 


34, chemin des Colombettes 


Nestor Santesso 


121 1 Geneva 20, Switzerland 




Facsimile No. (41-22) 740.14.35 


Telephone No. (41 -22) 338.83.38 


Form PCT/IB/332 (September 1997) 


3758702 



VERTRAG 



ER DIE INTERNATIONALE ZUSJ^MENARBEIT 
DEM GEBIET DES PATENTW^^NS 



Absender: 



DIE MIT DER I NT E RN AT IO N A LEN VORLAUFIGEN 
prOfung BEALFTRAGTE BEHORDE 



An 



SIEMONS, Norbert 
Neuer Wall 41 
D-20354 Hamburg 
ALLEMAGNE 



PCT 



MITTEILUNG UBER DEN EINGANG DES 
ANTRAGS BE1 DER ZUSTAN DIGEN MIT DER 
INTERN AT IO N A L EN VORLAUFIGEN PRUFUNG 
BEAUFTRAGTEN BEHORDE 

(Regeln 59.3 e) und 61.1 b) Satz i PCT sowie 
Abschnitt 601 a) der Verwaltungsvorschriften) 





Absendedatum (1 4 10 Ofl 
(TagjMonatJahr) U U UU 


Aktenzeichen des Anmelders oder Anwalts 

43 222-22 


WICHTIGE MITTEILUNG 


Internationales Aktenzeichen 
PCT/EP 00/ 05127 


Internationales Anmeldedatum 
( TagjMonarUahr ) 

05/06/2000 


Prioritatsdatum ( Tag' t \fonatiJahr) 

04/06/1999 



Anmelder 



LOHMANN ANIMAL HEALTH GMBH & CO. KG et al 



Dem Anmelder wird mitgeteilt, daG die mit der internationalen voriaufigen Priifung beauftragte Behbrde nachstehendes Datum als 
Eingangsdatum des Antrags auf internationale vorlaufige Prufung der internationalen Anmeldung betrachtet: 



21/11/2000 

2. Dieses Eingangsdatum entspricht: 



dem tatsachlichen Eingangsdatum des Antrags bei der Behorde (Regel 61.1 b)). 

j [ dem tatsachlichen Datum, an dem der Antrag fur die Behorde entgegengenommen worden ist (Regel 59.3 e)). 

| | dem Datum, an dem die Behorde auf die Aufforderung zur Behebung von Mangeln des Antrags (Formblatt PCT/I PEA/404) 
hin die erforder lichen Berichtigungen erhalten hat. 



3. ["j ACHTUNG: Das Eingangsdatum liegt NACH dem Abiauf von 19 Monaten ab dem Prioritatsdatum. Foigiich fuhrt die im 

Antrag erfolgte Auswahl von Vertragsstaaten nicht zu einer Verschiebung des Eintritts in die nationale Phase bis zu 30 (oder 
in manchen Amtern mehr) Monaten ab dem Prioritatsdatum (Artikel 39 (1)). Daher mussen die fiir den Eintritt in die nationale 
Phase erforderlichen Handlungen inner halb von 20 (oder in manchen Amtern mehr) Monaten ab dem Prioritatsdatum 
(Artikel 22) vorgenommen werden. N'ahere Einzelheiten sind dem PCT-Leitfaden fur Anmelder, BAND II zu entnehmen. 



□ 



{falls zucreffend) Diese Mitteilung gilt als Bestatigung der am . 
per Telefon, Fax oder personlich erteilten Auskunft. 



4. Nur wenn Punkt 3 zutrifft, wurde dem Internationalen BQro ein Exemplar dieser Mitteilung ubermittelt. 




Name und Postanschrift der mit der internationalen voriaufigen 
Priifung beauftragten Behorde 

J- Europaisches Patentamt 
D-80298 Munchen 
Tel. ( + 49-89) 2399-0, Tx: 523656 epmu d 
Fax: (4-49-89) 2399-4465 



Bevollmachtigter Bediensteter 

DONNELLY P P 

Tel. (^49-39) 2399-2362 



Formblatt PCT/IPEA/402 (Juii 1998) P20454 (28/11/2000) 



P^ENT COOPERATION TRE 



WO 00/75345 
PCT/E POO/05 127 



From the INTERNATIONAL BUREAU 



PCT 



NOTICE INFORMING THE APPLICANT OF THE 
COMMUNICATION OF THE INTERNATIONAL 
APPLICATION TO THE DESIGNATED OFFICES 

(PCT Rule 47.1(c), first sentence) 



Date of mailing {day/month/year) 

14 December 2000 (14.12.00) 



To: 



SIEMONS, Norbert 
Neuer Wall 41 
D-20354 Hamburg 
ALLEMAGNE 



Applicant's or agent's file reference 
43 222-22 


IMPORTANT NOTICE 


International application No. 
PCT/EPOO/05127 


International filing date (day/month/year) 
05 June 2000 (05.06.00) 


Priority date (day/month/year) 
04 June 1999 (04.06.99) 


Applicant 

LOHMANN ANIMAL HEALTH GMBH & CO. KG et al 



1. Notice is hereby given that the International Bureau has communicated, as provided in Article 20, the international application 
to the following designated Offices on the date indicated above as the date of mailing of this Notice: 

AU,US 



In accordance with Rule 47. 1 (c), third sentence, those Offices will accept the present Notice as conclusive evidence that 
the communication of the international application has duly taken place on the date of mailing indicated above and no copy 
of the international application is required to be furnished by the applicant to the designated Office(s). 

2. The following designated Offices have waived the requirement for such a communication at this time: 
BY,CN,EP,HU,PL,RU,UA 



The communication will be made to those Offices only upon their request. Furthermore, those Offices do not require the 
applicant to furnish a copy of the international application (Rule 49.1 (a-bis)). 

3. Enclosed with this Notice is a copy of the international application as published by the International Bureau on 
14 December 2000 (14.12.00) under No. WO 00/75345 

REMINDER REGARDING CHAPTER II (Article 31(2)(a) and Rule 54.2) 

If the applicant wishes to postpone entry into the national phase until 30 months (or later in some Offices) from the priority 
date, a demand for international preliminary examination must be filed with the competent International Preliminary 
Examining Authority before the expiration of 19 months from the priority date. 

It is the applicant's sole responsibility to monitor the 19-month time limit. 

Note that only an applicant who is a national or resident of a PCT Contracting State which is bound by Chapter II has the 
right to file a demand for international preliminary examination. 

REMINDER REGARDING ENTRY INTO THE NATIONAL PHASE (Article 22 or 39(1)) 

If the applicant wishes to proceed with the international application in the national phase, he must, within 20 months 
or 30 months, or later in some Offices, perform the acts referred to therein before each designated or elected Office. 

For further important information on the time limits and acts to be performed for entering the national phase, see the 
Annex to Form PCT/IB/301 (Notification of Receipt of Record Copy) and Volume II of the PCT Applicant's Guide. 



The International Bureau of W1PO 


Authorized officer 


34, chemin des Colombettes 


J. Zahra 


1211 Geneva 20, Switzerland 


Facsimile No. (41-22) 740.14.35 


Telephone No. (41-22) 338.83.38 



Form PCT/IB/308 (July 1996) 



3708775 



Anmeider gewahlten Behorde itnzureichen. Der Anmeider kann den Semen oder den Zweibuchstaber.-Code der Bekorde zufde - r.s;h$:e?:er.der. Zei.c zr.^eben 
JPEA/ %P 

PCT 



KAPITEL II 



A.NTRAG AUF INTERNATIONALE VORJLAUFIGE PRUFUNG 

nach Artike! 31 cles Venrags uberdie intemationale Zusammenarbeit auf dem Gebie: des Paw.wesens: 
Der (die) I'merzeichnerefn) beantragt (beantragen). daB fur die nachstehend bezeichnete iruemaiionate Anmeldung 
die intemauonate vorlaunge Prurling nach dem Vertrag iiber die intemationale Zusammenarberi iu( dem 
Gebiet des Patentwesens durchseruhrt wird. 



» Von der mit der intemationaien vorlaufigen Priirung beaurtragten Behorde auszurullen- 



Bezeichnuna der IPEA 



Eingangsdatum des ANTRAGS 



Feld Nr. 1 KENNZElCHNl NG DER INTERNA TIONALEN ANMELDUNG 


Aktenzeichen dei Anmeicers oder Anwaiis 

43 222-22 


Internationales Aktenzeichen 
PCT/EP00/05127 


Internationales Anmeldedatum fTag/Xfonat/Jahrj 
05/06/2000 


(Fruhesterj Prion^ts;™ '7-vr Monet Jahr 
04/06/1999 



Bezeichnung der Ertlndung 

'<ombinantes Fusionsprotein, dieses enthaltende (Impf-)Stoffzusammensetzung und Verfahren zu dessert 
herstellung 



Feld Nr. M ANMELDER 



Name und Ansclinft: (Fannitcmuzme. I'.trnamc: ~et ;ur:xti\cncn Perm/ten '•nii.siandi^c amtliche 3e:s:cnnung. 3e: 
der Attsciinn *;mi Ac Poxtieuzahi una der Same des Stoats an:u\*chenj 

LOHMANN ANIMAL HEALTH GmbH & Co. KG 
Heinz-Lohmann-Strasse 4, D-27472 Cuxhaven/DE 



Teierbnnr.: 



Telefaxnr,: 
04721/747-0 



Femschreibnr.: 
04721/747 161 



Staatsangehariakeit (Staat): 
DE 



Sitz Oder Wohnsitz (StaatV. 
DE 



Name Lind AnSChrirt: (Fttmiiiviiiia/ne. I tmnime: het /urtMischen Per\owti vtu'Ltcuniiirs umtiiche 3e;atchtntm;. 3ei der Anxchn/t .whJ die P'lxdeitzahi una der Same Jex jte:«:.v jnwiww.. 

BALJER, Georg 

Ludwig-Rinn-Strasse 15 
D-35452 Heuchelheim/DE 



Staatsansehorigkeit (Staat): 

de~ 



Sitz oder Wohnsitz (Staat): 
DE 



Name Und AnSChrift: (Fttmtlivmttune. i'ornume: hei ntnxitxchen Perwneti w/htatmi^e umriiche Hezetchmun;. 3ei der Attxchnji .una die PiistUttzahl una der Sum* des S>'<.*ct* jnzsniebeiKi 

FRANKE, Sylvia 
Elly-Heuss-Krtapp-Weg 18 
D-35396 Gieften/DE 



Staatsangehoriskeit (Stoat): 
DE 



Sitz oder Wohnsitz (Staat): 
DE 



□ 



Weitere Anmeider sind auf einem Fortsetzungsblatt angegeben. 



Formblatt PCT/lPEAMOl (Blatt \ ) (Januar 1 994; Nachdruck Januar 1 996) 



Siehe Anmerkungen z:t diesem Jntrezgsformuiar 



BlattNr. ...2. 



InternaS^HTAktenzcichen 



Feld Nr. Ill AN WALT ODER GEMEINSAMER V'ERTRETER: ZUSTELLANSCrTRlFT 



Die folgend e Person ist [x] Anwalt gemeinsamer Vertreter 

und | X | ist vom (von den): Anmelderm): bereits fruher bestelit worden und vertritt ihn (sie): auch far die international vorlaufiae Pruning. 
[ | wird hiermit bestelit: eme erwaige truhere BesteHung eines Anwalts/gemeinsamen Venreters wird hiermit widemiten. 

| | w ird hiermit zusatzlich zu dem bereits truher bestellten Anwalt/gemeinsamen Vertreter, nur tur das Vertahren vor der rmt de: intemationaien 



vorlaurltien Prurung beaurtragten Behorde bestelit. 



Name und Anschrirt: (/■iimtitcntittme. I'omanic: net jurtsttschen Pjrxanttn vnllsidndige amilichc dczaichnung. 

Hct der Anschntt und die Pnsttettzsht und der Same das Steals anzugeben.) 



SIEMONS, Norbert 



Neuer Wall 41 
D-20354 Hamburg/DE 



Telefonnr.: 
040/36 67 55 



Teleraxnr.: 
040/36 40 39 



Fernschreibnr.: 



| | Dieses Kastchen ist anzukreuzen. wenn kein .Anwalt oder gemeinsamer Vertreter bestelit ist und statt dessen im obigen Feid i:nc spezielle 



Zustellanschnrt angegeben wird. 



Feld Nr. IV ERKLARUNG BETREFFEND ANDERUNGEN 



Der Anmelder wunscht. da8 die mit der intemationaien vorlaufigen Prurung beauftragte BehOrde* 

i) j X | die internanonalc vorlaurige Prurung auf der Grundlage der intemationaien Anmeidung in der urspriinglich eingereichten Fassung aurhimmt. 

ii) | [ die Anderungen nach Artikel 34 

j | der Beschreibung (Anderungen liegen bei): 
| ] der .Anspruche (.Anderungen liegen bei): 
j | der Zeichnungen (.Anderungen liegen bei): 

berucksichtigt. 

iii) | | die beim Intemationaien Buro eingereichten .Anderungen der Anspruche nach Artikel 19 berucksichtigt (Kopie liegt bei). 
jv) j ""j die Anderungen der Anspruche nach Artikel 19 nicht berucksichtigt, sondern ais uberholt ansieht. 

v) I I den Besinn der intemationaien vorlaurigen Prurung bis zum Ablaut* von 20 Monaten ab dem Priori tatsdatum autschiebt. so rem die Behorde 

I | nicht eine Kopie nach .Artikel 19 vorgenommener .Anderungen oder eine Erklarung des Anmelders erhalt. dafl er keine solchen .Anderungen 

vornehmen will (Re gel 69. 1 d)). ( Dieses Kastchen darf nur angekreuzt werden. wenn die Frist nach Artikel 19 noch nicht abgelaufen ist.) 

Wenn kein Kastchen angekreuzt wird. wird mit der intemationaien vorlaufigen Prutung auf der Grundlage der intemationaien Anmeidung in 
der urspriinglich eingereichten Fassung begonnen; wenn eine K.opie der Anderungen der .Anspruche nach .Anikei 19 und/oder .Anderungen 
der intemationaien .Anmeidung nach Artikel 34 bei der mit der intemationaien vorlaurigen Prurung beauftragten Behorde eingeht. bevor 
diese mit der Erstellung eines schriftlichen Bescheids oder des intemationaien vorlaufigen PrUfungsberichts begonnen hat wird jedoch die 
geanderte Fassung verwendet. 

Feld Nr. V BENENNUNG VON ST A AT EN ALS AUSGEW.AHLTE STAATEN 



\X Der Anmelder benennt als ausgewahlte Staaten alle auswahlbaren Staaten (das heifit. alle Stamen, die bestimmt wurden unddurch Kapitel 11 
^--^ des PCT gebunden sind) ausgenommen 



(Mochte der Anmelder besiimmte Staaten nicht auswdhlen. smd die Namen oder Zwetbuchstaben-Codes diese r Staaten auf den obenstehenden 
Zeilen anzugeben.) 



Formblatt PCT/lPEA/401 (Blatt 2) (Januar 1994: Nachdruck Januar 1996) 



Siehe Anmerkungen zu diesem Antragsformular 





BlattNr. . . 


3 .. 


fnternatia^ 

pct/eB 


^AJaenzeichen 
■5127 


FcldNr. WIKONTROLLISTE 




Dcm Antrag liegen rblsende Unterlagen tur die Zwecke der 
intcmationalen vorlautlgen Pruning bci: 




Von der mit der international en vorlautlgen Pruning beauttragten 
BehOrde auszurullcn 


1. Anderungen nach Artikel 34 




erhalten 


nicht erhalten 


Beschreibung 


Blatter 




□ 


| 1 

i 1 


Anspruche : 


Blatter 




□ 


□ 


Zeichnungen 


Blatter 




1 1 


□ 


2. Begleitschreiben zu den 
Anderungen nach Artikei 34 


Blatter 




□ 


□ 


3. Kopie der Anderungen nach Artikel 19 


Blaner 




□ 


□ 


4. Kopie einer Erkiamng nach Artikel 19 


Blatter 




□ 


□ 


5. Sonstige (einzeln auffiihrsm : : 


Blatter 




□ 


□ 



Dem Antrag liegen auBerdem die nachstehend angekreuzten Unterlagen bei: 

1. [ j unterzeichnete gesonderte Vollmacht 

2. | X | Kopie der allgemeinen Vollmacht 

3. [ " | Begriindung tur das Fehlen der Unterschritt 



4. | X | Blan fur die Gebuhrenberechnung 

5. | | sonstige 



Feld Nr. VII UNTERSCHRIFT DES ANMELDERS. ANWALTS ODER G EME INS AMEN VERTRETERS 



Der Same jeder unterzeichnenden Person ist neben der L'nterschrift zu wiederholen. und es ist anzugeben. sofem sich dies mchi aus dem Antrag ergibt. in 
welcher Eigenschaft die Person unterzeichnet. 



n 



SIEMONS, NcrtJTrt 
Patentanwalt 



— — — — — — — — - Von der mit der in tern at tonal en vorlautlgen Pruning beauttragten BehOrde auzutullen 

I . Datum des tatsachlichen Eingangs des ANTRAGS: 



2. Geandertes Einsanssdatum des An trass aur'grund 
von B ER 1C HTIG UNGEN nach Regef60.i.b): 



3. I I Eingangsdatum des Antrags NACH Ablauf von 19 Monaten ab I I Der Anmelder wurde 
I 1 Prioritatsdatum: Punkt 4 und Punkt 5, unten, finden keine Anwendung. I 1 entsprechend unterrichtet 



Eingangsdatum des Antrags INNERHALB 19 Monate ab Prioritatsdatum wegen Frisrverlangerung nach Regel S0.5. 



□ Das Einganasdatum des Antrags liegt nach Ablauf von 19 Montaten ab Priori tatsdamm, der vcrspatete Eingang ist aber nach Regel 82 
ENTSCHULDIGT. 



Vom Intemationalen BUro auszuftlllen 



Antrag vom 1PEA erhalten am: 



Formblatt PCT/lPEA/401 (letztes Blatt) (Januar 1994; Nachdruck Januar 1996) 



Siehe Anmerkungen zu diesem Antragsformular 



BLA^^nQ 



PCT 

R DIE GEBUHRENBERECHNUNG 



aVAjT'x A ^JL. II 



Anlage zum Antrag auf internationale vorlauflge Prufung 



Internationales 

Aktenzeichen PCT/EP00/051 27 



Aktenzeichen des 

Anmelders oder An waits 43 222-22 



Von der mit der intemarionalen vorlaufigen PrUtiing 
beauftragten BehOrde auszuriillen 



Eingangsstempe! der [PEA 



Anmelder 

LOHMANN ANIMAL HEALTH GmbH & Co. KG 



Bcrechnun" der vor«eschriebenen Gebuhren 



I . GebUhr rur die vorlauflge PrUtiing.. 



I EUR 1.533,00 



J3 



Bearbeitungsgebiihr (Anmelder aus einigen Staaten 
ha ben Anspruch auf eine Ermdfiigung der 
Bearbeitungsgebiihr urn 75%. Hat der Anmelder (oder 
haben alle Anmelder j einen solchen Anspruch. so 
betragt der in Feld B einrutrcgende Beirag 25 % der 
Bearbeitungsgebiihr.) 



j EUR 147,00 



JU 



Gesamtbetrag der vorgeschriebenen Gebuhren 

Addieren Sie die Betrage in den Feldern 

P und B und tragen Sie die Summe in 

das nebenstehende Feld ein 



EUR 1.680,00 



INSGESAiMT 



Zahiungsart 

I X I Abbuchungsauftrag rur das 
1 1 laufende Konto bei der iPEA 



2800 0409 

□ 

Scheck 

□ 

Postanweisuna 
Bankwechsel 



□ Barzahlung 

□ 

GebUhrenmarken 
I 1 Kupons 

!__J Sonstige (einzeln angeben): 



Abbuchungsauftrag (diese Zahlungnveise gibt es nicht bei alien Behorden) 

Die IPEA / EP I x I vvird beauftragt, den vorstehend angegebenen Gesamtbetrag der Gebuhren von meinemjaoifenden 
' ' JConto abzubuchen. * 

□ (dieses Kastchen darfnur angekreuzt werden. wenn die Vorschrxften der IPE.fuher pufende Konten dieses Verfahren 
erlauben) vvird beauftragt Fehlbetrage oder Oberzahlungen des vorstehend angedebenen Gesamtbetrass_ 
der Gebuhren meinem lautenden Konto zu beiasten bzw. gutzuschreiben. \ J q 

20. November 2000 Dr.-lng. Norbert Siemons, Patentanwalt 



Kontonummer 2800 0409 
Formblatt PCT/IPEA/401 (Anlage) (Jan uar 1996) 



Datum (T ag/Monat/Jahr) 



Unterschrift 



Siehe Anmerkungen zum Blatt fur die Cebuhrenberechmmg 



VERTRAG UBER DIE INTERNATIONALE ZUSAMMENARBEIT 
AUF DEM GEBIET DES PATENTWESEf 



Absender: INTERNATIONALE RECHERCHENBEHORDE 



An 

SIEMONS, Norbert cinqang Hambu 
Neuer Wall 41 

D-20354 Hamburg , 

Germany a uKT. 200U 

j 3.-I. ..«'« 

: not. 


^ MITTEILUNG UBER DIE ERSTATTUNG 

DER RECHERCHENGEBUHR 

(Regeln 16.3 und 41.1 PCT und Abschnitt510 
der Verwaltungsrichtlinien) 


Absendedatum 

(Taa/Monat/Jahr) ~ ~ , ~ 

( g, anauuanr) 06/10/2000 


Aktenzeichen des Anmelders oder Anwalts 

43222-22 


NUR ZUR INFORMATION 


Internationales Aktenzeichen 

PCT/EP 00/05127 


Internationales Anmeldedatum 

(Tag/Monat'Jahr) ^ ^ 

0V06/2000 


Anmelder 

LOHMANN ANIMAL HEALTH GMBH & CO. KG 



1 . | X | Dem Anmelder wird mitgeteilt, daG ihm ein Betrag von EUR 945 T - (Wahrung/Betrag) von der fur die 

international Anmeldung ordnungsgemaG entrichteten Recherchengebuhr erstattet wird. Die Hone des Betrages richtet 
sich danach, ob 

a) | j der fruhere intemationale Recherchenbericht, 

b) | ^ | der Bericht uber die Recherche internationaler Art, 

c) [T] der andere Recherchenbericht, EP99110759 

auf den im Antrag Bezug genommen wird, ganz oder teilweise fur die Erstellung des internationalen Recherchenberichts 
uber die intemationale Anmeldung verwertet wurde. 

2. | | Dem Anmelder wird mitgeteilt, daG ihm der als Recherchengebuhr entrichtete Betrag von . 



(Wahrung/Betrag) erstattet wird, da die intemationale Anmeldung noch vor Beginn der internationalen Recherche zuruck- 
genommen wurde oder als zurGckgenommen angesehen wurde. 



3. Der obengenannte Betrag wird im Rahmen eines gesonderten Vorgangs erstattet. 



Name und Postanschrift der Internationalen Recherchenbehorde 

Europaisches Patentamt, P.B. 5818 Patentlaan 2 
NL-2280 HV Rijswijk 
SJJJ Tel. (+31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl, 
Fax: (+31 -70) 340-3016 



Bevollmachtigter Bediensteter 

Andria Overbeeke-Siepkes 



Formbiatt PCT/ISA/213 (Juli 1992) 



PATENT COOPERATION TREATY 
PCT r 



From the INTERN/^TONAL BUREAU 



NOTIFICATION OF RECEIPT OF 
RECORD COPY 

(PCT Rule 24.2(a)) 



To: 



SIEMONS, Norbert 
Neuer Wall 41 
D-20354 Hamburg 
ALLEMAGNE 



Date of mailing (day/month/year) 
26 July 2000 (26.07.00) 



IMPORTANT NOTIFICATION 



Applicant's or agent's file reference 
43 222-22 



International application No. 
PCT/E POO/05 127 



The applicant is hereby notified that the International Bureau has received the record copy of the international aoDlication as 
detailed below. 

Name(s) of the applicants) and State(s) for which they are applicants: 

LOHMANN ANIMAL HEALTH GMBH & CO. KG (for all designated States exceDt US) 
BALJER, Georg et al (for US) 

International filing date 05 June 2000 (05.06.00) 

Priority date(s) claimed 04 June 1 999 (04.06.99) 
Date of receipt of the record copy 

by the International Bureau 30 June 2000 (30.06.00) 
List of designated Offices 

v EP lAT^E^CH^D^DK^ES^FUFR^GB^RJEJT^U.MaNUPT.SE 
National :AU,BY,CN,HU,PL,RU,UA,US 



ATTENTION 

The applicant should carefully check the data appearing in this Notification. In case of any discrepancy between these data 
and the indications in the international application, the applicant should immediately inform the international Bureau. 
In addition, the applicant's attention is drawn to the information contained in the Annex, relating to: 

time limits for entry into the national phase 

confirmation of precautionary designations 

j | requirements regarding priority documents 



X 



A copy of this Notification is being sent to the receiving Office and to the International Searching Authority. 



/ 


The International Bureau of WIPO 
34, chemin des Colombettes 
1211 Geneva 20, Switzerland 

Facsimile No. (41-22) 740.14.35 


Authorized officer: j i / j 

liy! Liriffner 

P 'S 

Telephone No. (4"U72) 338.33.3g~ 



Form PCT/18/301 (July 1998) 003429227 



ANNEX TO FORM PCT/IB/301 



International application No. 

PCT/E POO/05 127 



INFORMATION ON TIME LIMITS FOR ENTERING THE NATIONAL PHASE 

The applicant is reminded that the "national phase" must be entered before each of the designated Offices indicated in the 
Notification of Receipt of Record Copy (Form PCT/IB/301) by paying national fees and furnishing translations, as prescribed by 
the applicable national laws. 

The time limit for performing these procedural acts is 20 MONTHS from the priority date or, for those designated States 
which the applicant elects in a demand for international preliminary examination or in a later election. 30 MONTHS from the 
priority date, provided that the election is made before the expiration of 19 months from the priority date. Some designated (or 
elected) Offices have fixed time limits which expire even later than 20 or 30 months from the priority date. In other Offices an 
extension of time or grace period, in some cases upon payment of an additional fee. is available. 



In addition to these procedural acts, the applicant may also have to comply with other special requirements applicable in 
certain Offices. It is the applicant's responsibility to ensure that the necessary steps to enter the national phase are taken in a 
timely fashion. Most designated Offices do not issue reminders to applicants in connection with the entry into the national 
phase. 



For detailed information about the procedural acts to be performed to enter the national phase before each designated 
Office, the applicable time limits and possible extensions of time or grace periods, and any other requirements, see the relevant 
Chapters of Volume II of the PCT Applicant's Guide. Information about the requirements for filing a demand for international 
preliminary examination is set out in Chapter IX of Volume I of the PCT Applicant's Guide. 



GRand ES became bound by PCT Chapter II on 7 September 1996 and 6 September 1997, respectively, and may, therefore, 
be elected in a demand or a later election filed on or after 7 September 1996 and 6 September 1997, respectively, regardless of 
the filing date of the international application. (See second paragraph above.) 

Note that only an applicant who is a national or resident of a PCT Contracting State which is bound by Chapter II has 
the right to file a demand for international preliminary examination. 



CONFIRMATION OF PRECAUTIONARY DESIGNATIONS 

This notification lists only specific designations made under Rule 4.9(a) in the request, it is important to check: that these 
designations are correct. Errors in designations can be corrected where precautionary designations have been made under 
Rule 4.9(b). The applicant is hereby reminded that any precautionary designations may be confirmed according to Rule 4.9(c) 
before the expiration of 15 months from the priority date. If it is not confirmed, it will automatically be regarded as withdrawn 
by the applicant. There will be no reminder and no invitation. Confirmation of a designation consists of the filing of a notice 
specifying the designated State concerned {with an indication of the kind of protection or treatment desired) and the payment 
of the designation and confirmation fees. Confirmation must reach the receiving Office within the 15-month time limit. 



REQUIREMENTS REGARDING PRIORITY DOCUMENTS 

For applicants who have not yet complied with the requirements regarding priority documents, the following is recalled. 

Where the priority of an earlier national, regional or international application is claimed, the applicant must submit a copy 
of the said earfier application, certified by the authority with which it was filed ("the priority document") to the receiving Office 
(which will transmit it to the International Bureau) or directly to the International Bureau, before the expiration of 1 6 months from 
the priority date, provided that any such priority document may still be submitted to the International Bureau before that date of 
international publication of the international application, in which case that document will be considered to have been received 
by the International Bureau on the last day of the 1 6-month time limit (Rule 1 7. 1 (a)). 

Where the priority document is issued by the receiving Office, the applicant may, instead of submitting the priority 
document, request the receiving Office to prepare and transmit the priority document to the International Bureau. Such request 
must be made before the expiration of the 16-month time limit and may be subjected by the receiving Office to the payment 
of a fee (Rule 17.1(b)). 

If the priority document concerned is not submitted to the International Bureau or if the request to the receiving Office 
to prepare and transmit the priority document has not been made (and the corresponding fee, if any, paid) within the applicable 
time limit indicated under the preceding paragraphs, any designated State may disregard the priority claim, provided that no 
designated Office may disregard the priority claim concerned before giving the applicant an opportunity to furnish the priority 
document within a time limit which is reasonable under the circumstances. 

Where several priorities are claimed, the priority date to be considered for the purposes of computing the 16-month time 
limit is the filing date of the earliest application whose priority is claimed. 



Form PCT/13/301 (Annex) (July 1998) 



003429227 



PATENT COOPERATION TREATY 



From the INTERNATONAL BUREAU 



PCT 

NOTIFICATION CONCERNING 
SUBMISSION OR TRANSMITTAL 
OF PRIORITY DOCUMENT 

(PCT Administrative Instructions, Section 411) 


To: 

SIEMONS, Norbert 
Neuer Wall 41 

D-?fn^<l Hsmhiirn 
<~> tujjH ndifiUUiy 

ALLEMAGNE 


Date of mailing (day/month/year) . 
26 July 2000(26.07.00) 




Applicant's or agent's file reference 
43 222-22 


IMPORTANT NOTIFICATION 


International application No. 
PCT/EPOO/05127 


International filing date (day/month/year) 
05 June 2000 (05.06.00) 


International publication date (day/month/year) 

Not yet published 


Priority date (day/month/year) 
04 June 1999 (04.06.99) 


Applicant 

LOHMANN ANIMAL HEALTH GMBH & CO. KG et a! 



1 . The applicant is hereby notified of the date of receipt (except where the letters "NR" appear in the right-hand column) by the 
International Bureau of the priority document(s) relating to the earlier application(s) indicated below. Unless otherwise 
indicated by an asterisk appearing next to a date of receipt, or by the letters "NR", in the right-hand column, the priority 
document concerned was submitted or transmitted to the Internationa! Bureau in compliance with Rule 17.1(a) or (b). 

2. This updates and replaces any previously issued notification concerning submission or transmittal of priority documents. 

3. An asterisk*) appearing next to a date of receipt, in the right-hand column, denotes a priority document submitted 
or transmitted to the International Bureau but not in compliance with Rule 17.1 (a) or (b). In such a case, the attention 
of the applicant is directed to Rule 1 7.1 (c) which provides that no designated Office may disregard the priority claim 
concerned before giving the applicant an opportunity, upon entry into the national phase, to furnish the priority document 
within a time limit which is reasonable under the circumstances. 

4. The letters "NR" appearing in the right-hand column denote a priority document which was not received by the International 
Bureau or which the applicant did not request the receiving Office to prepare and transmit to the international Bureau, 

as provided by Rule 17.1(a) or (b), respectively. In such a case, the attention of the applicant is directed to Rule 17.1(c) which 
provides that no designated Office may disregard the priority claim concerned before giving the applicant an opportunity, 
upon entry into the national phase, to furnish the priority document within a time limit which is reasonable under the 
circumstances. 



Priority date Priority application No. Country or regional Office Date of receipt 

or PCT receiving Office of priority document 

04 June 1999 (04.06.99) 991 10759.0 EP 05 July 2000 (05.07.00) 



The International Bureau of WIPO 
34, chemin des Colombettes 
I 1211 Geneva 20, Switzerland 


Authorized officer 


l/xin^e! 




Facsimile No. (41-22) 740.14.35 


Telephone No. (41-22U 


^83.38 . 




Form PCT/IB/304 (July 1998) 


y- 




003429257 



VERTRAG UBER DIE INTERNATIONALE ZUSAMMENARBEIT 
AUF^pM GEBIET DES PATENTWESE^^ 



Absender: INTERNATIONALE RECHERCHENBEHORDE 



An 

SIEMONS , Norbert 
Neuer Wal 1 41 
D-20354 Hamburg 


BENACHRICHTIGUNG UBER DEN EiNGANG DES 
RECHERCHENEXEMPLARS 

^r\egei £j. i ~ i ) 


Absendedatum 

(Tag/Monat/Jahr) 13/0 7/2000 


Aktenzeichen des Anmelders oder Anwalts 

43222-22 


WICHTIGE MITTEILUNG 


Internationales Aktenzeichen 

PCT/EP 00/05127 


Internationales Anmeldedatum 
(Tag/Monat/Jahr) 0S/06f2QOQ 


Prioritatsdatum 

(Tag/Monat/Jahr) M/06/ j 999 



Anmelder 

LOHMANN ANIMAL HEALTH GMBH & CO. KG 



1 . Falls die Internationale Recherchenbehdrde nicht mit dem Anmeldeamt identisch ist: 

Oem Anmelder wird mitgeteilt, daft das Recherchenexemplar der internationalen Anmeldung an dem nachsiehend angegebenen 
Datum bei der Internationalen Recherchenbehorde eingegangen ist. 

Falls die Internationale Recherchenbehdrde und das Anmeldeamt identisch sind: 

Dem Anmelder wird mitgeteilt, daG das Recherchenexemplar der internationalen Anmeldung an dem nachstehend angegebenen 
Datum eingegangen ist: 



28/06/2000 



. (Eingangsdatum). 



□ 



Dem Recherchenexemplar war ein Protokoll der Nucleotid- und/oder Aminosauresequenzen in computerlesbarer Form 
beigefugt. 



Frist fur die Erstellung des internationalen Recherchenberichts 

Dem Anmelder wird mitgeteilt, daG die Frist fur die Erstellung des internationalen Recherchenberichts drei Monate ab dem 
obengenannten Eingangsdatum oder neun Monate ab dem Prioritatsdatum betragt, je nachdem welche Frist spater ablauft. 



4. Ein Exemplar dieser Benachrichtigung ist dem Internationalen Buro und, so fern Absatz 1 erster Satz zutrifft, dem Anmeldeamt 
ubermittelt worden. 



Name und Postanschrift der Internationalen Recherchenbehorde 

Europaisches Patentamt, P.B. 5818 Patentlaan 2 
viVtt NL-2280 HV Rijswijk 

QjJJ Tel. (+31 -70) 340-2040, Tx. 31 651 epo ni, 



c 3X - ./*2i.7nj 34.Q-201 5 



Bevollmachtigter Bediensteter 

ISA/EP 



Formblalt PCT/ISA/202 (Juli 1998) 



VERTRAG UBER DIE INTERNATIONALE ZUSAMMEN ARBEIT 
AUACEM GEBIET DES PATENTWES^jjp 



osender: ANMELDEAMT 


pct as 2 

AL rrURUKKUNG /LR Bt.Stl 1 lut su V U .n 
lF^ N DKR ,vrtRNA " nONALtN ANMELDUNG 

(Artikel 3(4)i) und 14(1) sowie Rcgol 26 PCT) 

)00 ; 


An 

Siemons , Norbert 
Neuer Wall 41 
D-20354 Hamburg 

ALLEMAGNE - - : • CJ « fl C; H ■ 

3 0. JUNl 2 


Absendedatum ^ Q . ^nj] 
( TagiMonuttJahr) L Q. UiO. iudU 


Akienzeichen ties Anmelders oder An waits 

43 222-22 — 


ANT WORT FALLIG inner halb von iwei Monaten 
ab obigem Absendedatum 


[ n te r n ati o nale s A k te n ze iche n 

PCT/ EP 00/ 05127 


Internationales Anmeldedatum 
(T^Monac.Janr) QS/06/ZQ0Q 


Anmelder 

LOHMANN ANIMAL HEALTH GMBH & CO. KG 



[. fx] Der Anmelder wird aufgefordert, die Mangel in der eingereichten Fassung der internationalen Anmeldung 

innerhalb der oben angegebenen Frist zu beseitigen; sie sind aufgefuhrt im beiliegenden 

\/G Anhang A 

I | Anhang 81 (Text der inter nationalen Anmeldung in der eingereichten Fassung) 

| | Anhang CI ( Zeichnungen der internationalen Anmeldung in der eingereichten Fassung) 



Weitere Anmerkungen (falls erforderlich): 



BERICHTIGUNC VON MANGELN 

Berichtigungen sind auf einem Ersatzbiatt, das die Benchtigung enthalt, mit einem Begleitschreiben einzureichen, das auf die 
Unterschiede zwischen dem auszutauschenden Blatt und dem Ersatzbiatt hinweist. Berichtigungen konnen nur dann in einem 
Schreiben niedergelegt werden, wenn sie so beschaffen sind, dass sie von diesem Schreiben in das Aktenexemplar ubertragen 
werden konnen, ohne die L'bersicrulichkeit oder Ver vieffakigungsfahigkeit des Blattes zu beeintrachtigen, auf das die Berichtigung 
zu ubertragen ist (Regel 26.4). 



ACHTUNG 

Werden die Mangel nicht beseitigt, so gilt die internationale Anmeldung im Anmeldeamt als zuruckgenommen (weitere 
Einzelheiten sind Regel 26.5 zu entnehmen). 



Ein Exemplar dieser AutTorderung mit etwaigen Anlagen ist ubermittelt worden an das Internationale Biiro 
| [ und die Internationale Recherchenbehorde. 





Name und Postanschrifl des Anmeldeamts 

Europaisches Patcntamt, P.B. S3 IS Patentlaan 2 
NL-22S0 HV Rijswijk 
Q))} Tel. ( -31-70) 340-2040, Tx. 31 65 i epo nl, 
XZSr Fax: i - J I -70> 340-30 1 6 


Bevollmachtigter Bedienstety , 

Ijy G. Koestel 



Formblatl PCT RO'.On (Juli I99S) 



AN HANG A ZU FORMBLATT PCT/RO/106 



m l# 

FWng der internationalen Anmeldung folgende MangeJre5tg< 



Internationales Aktenzeichen 

|T/EP 00/ 05127 



Das Anmddcamt hat in dcr eingereichten tWKng. der international en Anmeldung folgende Mange^Sgestellt: 

I. Hinsichtlich der L'nterschrirt * der internationalen Anmeldung (Regeln 4.15 und 90.4) ist der Antrag 

a) Q^] niche unterzeichneL 

b) | [ nicht von alien Anmeldern unterzeichneL 

c v 1 I ohne die in der Kontrolliste in Fe!d Nr. VUI des Antrags genannte Erklarung mit der Begrundung Fur das Fehlen der 
I — I L'nterschrift eines Anmelders bei Bestimmung der Vereinigten Staaten von Amerika eingereicht worden. 

d) j^j zwar von dem vorgeblichen Anwalt/gemeinsamen Vertreter unterzeichnet, doch kann dieser nicht als solcher gelten, da 

| | der internationalen Anmeldung keine Voilmacht iiber seine Bestellung beigefugt ist. 

d » e d er internationalen Anmeldung betgefugte Voilmacht nicht von alien Anmeldern unterzeichnet ist. 

e) Sonsuges (bine erldutern) : 



^Alle Anmelder einschliesslich der Erfinder, falls diese auch Anmelder sind (z.B. wenn die Vereinigten Staaten von 
Amerika besummt werden), mussen unterzeichnen. 

2. Hinsichtlich der Angaben iiber den Anmelder (Regeln 4.4 und 4.S) gibt der Antrag 

a) | [ den Namen des Anmelders nicht ordnungsgemass an (bine erldutern) : 

b) | | die Anschrift des Anmelders nicht an. 

c) | | die Anschrift des Anmelders nicht ordnungsgemass an (bine erldutern) : 

d) | | die Staatsangehorigkeit des Anmelders nicht an. 

e) | | den Sitz oder Wohnsitz des Anmelders nicht an. 

f) Q^] Sonstiges (bine erldutern) : 



3. Sprache anderer Teiie der internationalen Anmeldung als die Beschreibung und die Patentanspruche (Regeln 12.1 c) 
und 26.3 ter a) und c)) 

Der Antrag ist nicht in einer Sprache abgefasst, die sowohl vom Anmeldeamt zugelassen ist als auch eine 
Veroffentlichungssprache ist, namlich: deutsch, englisch oder franzosisch. 

Die Textbestandteile der Zeichnungen sind nicht in der Sprache abgefasst, in der die internationale Anmeldung zu 
veroffentlichen ist, namlich: deutsch. 

Die Zusammenfassung ist nicht in der Sprache abgefasst, in der die internationale Anmeldung zu veroffentlichen 
ist, namlich: deutsch. 

4. Die Bezetchnung der Erfindung 

a) | | ist in Feld Nr. 1 des Antrags nicht angegeben (Regel 4.1 a)). 

b) | [ ist oben auf dem ersten Blatt der Beschreibung nicht angegeben (Regel 5.1 a)). 

c) [™n in Feld Nr. I des Antrags ist nicht mit der Bezeichnung in der Oberschrift der Beschreibung identisch (Regel 5.1 a) ). 

5. Zusammenfassung (Regel 8) 

I 1 Die internationale Anmeldung enthalt keine Zusammenfassung. 



•) □ 

b) □ 
<=) □ 



Formblatt PCT/RO/106 (Anhang A) (Juli 1998) 



VERTRAG UBER DIE INTERNATIONALE ZUSAMMEN ARBEIT 
AUEJ3EM GEBIET DES PATENTWESfifiJS 



■S^S 



Absender: INTERNATIONALE RECHERCHENBEHORDE 


PCT 

MITTEILUNG UBER DIE OBERMITTLUNG 0E3 
INTERN ATIONALEN RECHERCHENBERICHTS 
ODER OER ERKLARUNG 

(Regel 44.1 PCT) 


An 

SIEMONS, Norbert 

Neuer Wall 41 
D-20354 Hamburg 
GERMANY 


Absendedatum 

(Tag/Monat/Jahr) ^ - p qqq 


Aktenzeichen des Anmelders Oder Anwarts 

43222-22 


WEITERES VORGEHEN' siehe Punkte 1 und 4 unten 


Internationales Aktenzeichen 

PCT/EP 00/05127 


Internationales Anmetdedatum 
(Tag/Monat/Jahr) q - jQ^p qqq 


Anmelder 

LOHMANN ANIMAL HEALTH GMBH & CO. KG 



1. I )( I Dem Anmelder wird mrtgeteiit. daB der internationaie Recherchenbericht erstelrt wurde und ihrn niermrt Ocermttteit wird. 

Elnrelchung von Anderungen und einer Erklarung nach Artlkel 19: 

Der Anmelder kann airf eigenen Wunsch die Anspruche der internationaien Anmeldung andern (siehe Regel -i6): 

Bis wann slnd Anderungen ein2ureichen? 

Die Frist zur Einreichung solcher Anderungen betragt ublicherweise zwei Monate ab der Gbermittlung des 
internationaien Recherchenberichts: weitere Einzelheiten sind den Anmerkungen auf dem 3eiblatt zu entnehmen. 

Wo slnd Anderungen einzurelchen? 

Unmittelbar beim Internationaien Buro der WIPO, 34. CHEMIN des Coiombettes. CH-121 1 Genf 20. 
Teiefaxnr.: (41-22) 740.14.35 

Nahere Hlnwelse sind den Anmerkungen auf dem Beiblatt zu entnehmen. 

2. [~n Dem Anmelder wird mrtgeteiit, daB kein internationaler Recherchenbericht erstelrt wird und daft ihrn hiermit die Erklarung nach 

Artikel 1 7{2)a) ubermrttelt wird. 



3 -D 



Hlnsfchtllch des Wlderspruchs gegen die Entrichtung einer zusatzlichen Gebuhr (zusatziicher Gebuhren) nach Regel ^0.2 wird 
dem Anmelder mrtgeteiit. dal3 

□ der Widerspruch und die Entscheidung hieruber zusammen mit seinem Antrag auf Ubermittlung des Wortlauts sowohl des 
Widerspruchs als auch der Entscheidung hieruber an die Bestimmungsamter dem Internationaien Buro ubermittert worden 
sind. 

□ noch keine Entscheidung uber den Widerspruch vorliegt; der Anmelder wird benachrichtigt. sobaid eine Entscheidung 
getroffen wurde. 

Welteres Vorgehen: Der Anmelder wird auf folgendes aufmerksam gemacht: 

Kurz nach Ablauf von 18 Monaten seitdem Prioritatsdatum wird die internationaie Anmeidung vom Internationaien Buro veroffent- 
licht. Will der Anmelder die Veroffentlichung verhindern oder auf einen spateren Zeitpunkt verschieben. so muB gemaB Regei 90 ^ 
bzw. 90; ^3 vor AbschluB der technischen Vorbereitungen fur die internationaie Veroffentlichung eine trklarung uber die Zurucknah- 
me der internationaien Anmeldung oder des Prioritatsanspruchs beim Internationaien Buro eingehen. 

Innerhalb von 19 Monaten seit dem Prioritatsdatum ist ein Antrag auf internationaie vorlaufige Prufung einzureichen. wenn der 
Anmelder den Eintritt in die nationale Phase bis zu 30 Monaten seit dem Prioritatsdatum (in manchen Amtern sogar noch ianger) 
verschieben mochte. 

Innerhalb von 20 Monaten seit dem Prioritatsdatum muB der Anmelder die fur den Eintritt in die nationale Phase vorgeschriebenen 
Handlungen vor alien Bestimmungsamtern vornehmen. die nicht innerhalb von 19 Monaten seit dem Prioritatsdatum in der 
Anmeldung oder einer nachtraglichen Auswahlerklarung ausgewahit wurden oder nicht ausgewahft werden konnten. da fur sie 
Kapitel II des Vertrages nicht verbindlich ist. 



Name und Postanschrrft der Internationaien Recherchenbehorde 

Europaisches Patentamt. P.3. 5313 Patentlaan 2 
NL-2280 HV Rijswijk 

Tel. (+31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl. 
Fax: (+31-70) 340-3016 



Bevollmachtigter Bediensteter 

Andria Overbeeka-Si epkes 



Formbiatt PCT/ISA/220 (Juli 1 998) 



[Siene Anmerkungen auf Setbiarj 



ANME 




GEN ZU FORMBLATT PCT/ISA/220 



Oiese Anmerkungen acilen grundlegende Hinweise zur Einreichung von Anderungen gemafl Artikel '.9 geben Qseaen Anmerxungen 
tiegen die Erfordernisse des Vertrags uoer die ; nternationaJe Zusammenanbeit auf dem Gebiet des ^atanrwesars (?CT), der Ausfuhrungs- 
ordnung und der Verwaitungsrichtlinien zu diesem Vertrag zugrunde Sei Abwetchungen zwischen dlesen Anrr.e*xungen und 
obengenannten Texten sind letztere mafigeoend. Nahere cinzslheiten 3ind dem PCT-Leitfaden ,'0r Armaioe', e»ne' Variffenriichung der 
WIPO, zu entnehmen. 

Oie in diesen Anmerkungen verwendeien Begnffe •Artikei", "Regei" und "Abschnttt" beziehen s«ch - -^eiia auf die 5^3t:rr mungen des 
PCT-Vertrags, der PCT-Ausruhrungsorc*nurg ixzw der PCT-Verwaltung3nchtlinien. 



HINWEISE ZU ANDERUNGEN GEMASS ARTIKEL 19 

Nach ErhaJt des intemationaien Recherchenoenchts hat der Anmelder die Mdgiichkeit, einmal die Anspruche der m t err. ati on aj en 
Anmeldung zu Indem. Es ist jedoch zu oetonen, dafl, da alle Teile der internationalen Anmeldung (Anspruche, Seschreicung und J 
Zeichnungen) wahrend des intemationaien vcriaufigen Prjfungsverf ahrens geandert werden konnen, norm aierw else keine Nctwendigkeit > 
besteht, Anderungen der Anspruche nach Artikei 1 9 einzuraichen, aufler wenn der Anmelder z.S. zum Zwecke aines vonaufigen 
Schutzes die Verdffentlichung dieser Ansprucne wunscht oder em ^Lnderer Grund fur aine Anderung der Anspruche vcr ihrer internationa- 
len Verdffentlichung vorliegt. Weitemin ist zu beachten, daft etn vorUufiger Schutz nur in einigen Staaten erhaitlicn ist. ■ 



Welch* Teile der intemationaien Anmeldung konnen geandert werden? 

Im Rahmen von Artikel 19 konnen nur die Anspruche geandert werden. 

In der internationalen Phase konnen cie Anspruche auch nach Artikel 34 vor der mtt der internationalen vcnaufigen Prufung beauf- 
tragten Behdrde geandert (oder nochmals geanoert) werden. Oie Seschreibung und die Zeichnungen konnen nur nach Artikei 34 
vor der mrt der internationalen vortaurigen Prufung beaurtragten 3ehdrde geandert werden. 

Beim Eirrtntt in die nationale Phase kinnen alle Teile der inter naiicnaJen Anmeicung nach Artikel 23 ocer zegecenenfaiis Artikel 
41 geandert werden. 



Bis warm slnd Anderungen elnzureichen? 

Innerhaib von zwei Monaten at> der Gbermrttlung des intemationaien Recherchenbenchts oder innerhalb von sechzehn Monaten ab i 
dem Prt oritatsd at um , je nachdem, weiche Fhst spater abiauft. Die Anderungen gerten jeooch aJs recntzeitig eingereicrrt. wenn sie j 
dem Internationalen Buro nach Abiauf der mai3gebenden Frist, aber ncch vor Abscnluil der technischen Vorberertungen fOr die 
intemationaie Verdffentlichung (Pegei 46 1 ) zugehen. 

j 

Wo slnd die Anderungen nicht einzuretehen? j 

Die Anderungen konnen nur beim Intemationaien 3uro, nicht aber beim Anmeideamt oder der Intemationaien Recherchenbehdrde j 
eingereicht werden (Regel 46.2). j 

Fails ein Arrtrag auf intemationale vorlaufige Prufung eingereicht wurde/wird, siehe unten. ! 

In w etcher Form konnen Anderungen erfoigen? 

Eine Andenjng kann erfolgen durch Streichung eines oder mehrerer ganzer .Anspruche, durch Hinzufugung aines oder mehrerer 

neuer Anspruche oder durch Anderung des Wortlauts sines caer mehrerer Ansprucne in der emgereicnten Fassung. 5 

FOr jedes Anspruchsbiatt, das sich aufgrund einer oder mehrerer Anderungen von dem ursprungiich eingereichten Slart 
unterscheidet, ist ein Ersatzblatt einzuraichen. 

Aile Anspruche, die auf einem Ersatzblatt erscneinen, sind mtt aracischen Ziffem zu numeneran. Wird ein Anspruch gestrichen : 30 
brauchen, die anderen Anspruche nicht neu numeriert zu werden. !m Fall einer Neunumehenjng aind die AnsprOche fortlaufend zu 
numeneren (VerwaJtungsrichtlinien, Abschnitt 205 b)). j 

1 

Die Anderungen slnd In der Sprache abzufassen, In der dieintematlonale Anmeldung veroffentllcht wird. 



Welche Untertagen sind den Anderungen beizufugen? 
Begiettscnreiben (Abschnitt 205 b)): 

Die Anderungen sind mrt einem Segieitschrei ben einzureichen. 

Das Begleitschreiben wird nicht zusammen mrt der intern ation a/en Anmeicung und den geanderten Ansoruchen verd ffentlicht. Es 
ist nicht zu verwechseln mit der 'Erklarung nach Artikei 19(1)" (siehe unten, 'Erkiarung nach Artikel *9 (1)"). 

Das Begleitschreiben 1st nach Wahl des An m elders In engllscher oder franzosischer Sprache abzulassen. 3ei engdschspra- 
chigen Internationalen Anmeldungen Ist das Begleitschreiben aber ebenfalls In engllscher, bei franzosischsprachigen Inter- 
nationalen Anmeldungen in franzosischer Sprache abzufassen. 



Anmerkungen zu Formbiatt PCTASAjZZQ :3lart ) (Januar ' 994) 

3NS0OC:0: <XS1SA220.NODE?4_!_> 
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ANMERKUN^^ZU FORMBLATT PCT/ISA/220 (Forts^^ig) 



tm Begleitschreiben sind die Unterschiede zwiachen den AnsprOchen in der eingereichten r as3ung jnc den geanderten AnsprOchen 
anzugeben. So tst insbesondere zu jedem Anspruch in der intematicnaien Anmoidung anzugec-ar {gleicr«3L.1ende Angaben zu 
verachiedenen Anspruchen kcnnen zusammengefaGt werdan), ob 

i) der Anspruch unverandert ist; 

ii) der Anspnjch gestrichen worden ist; 

iii) der .Anspruch neu ist; 

iv) der Anspnjch einen oder mehrere AnsprOche in der eingereichton Fassur.g erseir:; 

v) der Anspruch auf die Teilung eines Anspruchs in der eingereichtan Fassung zurGc*zufuhre^ :st 



lm foigenden slnd Beispiele angegeben, wie Anderungen im BegleUchreiben zu erlautem sind: 

1. (Wenn anstelle von ursprunglich 43 Anspruchen nach der Anderung ainiger AnsprOche 5* AnsprOcne axtsrierenj: 

'Die AnsprOche 1 bis 29, 31 , 32, 34, 35, 37 chs 48 warden durch geanoerie AnsprOche gieicher Numenerjng ersetzl; AnsprOche 
30, 33 und 36 unverandert; neue AnsprOche 43 bis 51 hinzugefugt." 

2. (Wenn anstelle von ursprunglich 15 Anspruchen nach der Anderung ailer AnsprOche 1 1 AnsprOche existierenj: 
"Geanderte AnsprOche 1 bis 1 1 treten an die Stella der AnsprOche 1 bis 15." 

3. (Wenn ursorOnglich 1 4 AnsprOche existierten und die Anderungen darin bestehen, dafl einige AnsprOche gestrichen werden und 
neue AnsprOche hinzugefugt werden}: 

AnsprOche 1 bis S und 1 4 unverandert; AnsprOche 7 bis 13 gestrichen; neue AnsprOche 15, 15 und 1 7 hinzugefugt. "Oder" An- 
sorOche 7 bis 13 gestrichen; neue AnsprOche 15, 16 und 17 hinzugefugt; aile ubrigen Ansoruche unverandert.* 

4. [Wenn verschiedene Arten von Anderungen durchgefuhrt werdenj: 

"AnsprOche 1-10 unverandert; AnsprOche 1 1 bis 13,13 und 19 gestrichen; AnsprOche 1 4, i 5 urd 15 cureh geanderten An- 
spruch 14 ersetzt; Anspruch 1 7 in geanderte AnsprOche 15,16 und 17 unterteiit; neue AnsprOcne 20 und 21 hinzugefugt.* 



"Erklarung nach Artikel 19<1) M (Reg ©4 46.4) 

Den Anderungen kann erne Erklarung beigefOgt werden, mit der die Anderungen erlautert und ihra Auswirkungen auf die 
Seschreibung und die Zeichnungen dargelegt werden (die nicht nach Artikel 19 (1) geandert warden kdnnen). 

Oie Erkfarung wird zusammen mrt der intemationaJen Anmeldung und den geanderten Anspruchen veroffentticht. 
Sie Ist In der Sprache abzulassen, in der die int amotion aien Anmeldung vordffentllcht wird. 

Sie mufl kurz gehaJten sein und darf , wenn in engiischer Sprache abgef a!3t Oder ins Englische Obersetzt, merit mehr ais 500 
Wfirter umfassen 

Oie Erklarung ist nicht zu verwechseln mit dem Begleitschreiben, das auf die Unterschiede zwischen den AnsprOchen in der 
eingereichten Fassung und den geanderten AnsprOchen hinweist, und ersetzt ietzteres nicht. Sie ist auf em em gesonderten Blatt 
einzureichen und in der Uberschnft aJs solche zu kennzeichnen, vorzugsweise mit den Wort en "Erklarung nach Artikei 19 (1)". 

Oie Erklarung darf keine herabsetzenden AuBerungen uber den intemationaJen Recherchenbehcht oder die Sedeutung von in dem 
8ericht angefuhrten Ver<3ffentlichungen anthaJten. Sie darf auf im intemationaJen Recherchenbehcht angefOhrte Ver6ffent!ichun- 
gen, die sich auf ainen bestimmten Anspruch oeziehen, nur im Z us am men hang mit einer Anderung dieses Anspruchs Bezug 
n eh men. 



Auswirkungen eines bereft* gestellten Ant rags auf international evoriauflge PrOfung 

Ist zum Zertpunkt der Einreichung von Anderungen nach Artikel 19 bereits ain Antrag auf Internationale vortaufige PrOfung 
gestellt worden, so sollte der Anmelder in semem Interesse gleichzeitig mit der Einreichung der Anderungen beim Intemation alen 
Buro auch eine Kopie der Anderungen bei der mit der international en vortaufigen PrOfung beauftragen 3eh6rde ainreichen {3iehe 
Regel 52.2 a), erster Satz). 



Auswlrkungen von Anderungen hlnslchtllch der Obersetzung derinternationaien Anmeldung beim Eintntt in die 
national© Phase 

Oer Anmelder wird darauf hingewiesen, datl bei Eintntt in die nalionaJe Phase mSglicherweise anstatt oder zusAiziich zu der Ober- 
setzung der AnsprOche in der eingereichten Fassung aine Obersetzung der nach Artikel 19 geanderten AnsprOche an die 
bestimmten/ausgewahlten Amter zu Obermitteln ist. 



Nahere Einzelheiten uber die Erfordemisse jedes bestimmten/ausgewahlten Amts sind Band II des PCT-Leitfadens fur Anmelder 
zu entnehmen. 



Anmerkungen zu Formblatt PC ./ISA/220 (3! art 2) (Januar -99«t) 
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EPA/EPO/OEB Europaisch s Euro^^n Office europeen 

D - 80298 Munchen Patentamt Pattj^Rfice des brevets 

S 089/2399-0 
Tx 523 656 epmu d 
Fax 089 / 2399 - 4465 



EPA / EPO / OEB : 0-80298 Munchen 

SIEMONS, Norbert, Dr. 
Neuer Wall 41 
D-20354 Hamburg 

DE 



•7) ^ 



Nr. der Anmeldung / Application No. / Demande de brevet no 

PCT/EP 0 0 / 0 5 1 2 7 



Tag des Eingangs / Date of receipt / Date de reception 
05.06.2000 



Zeichen des Anmelders / Vertreter - Applicant / Representative ref. no. - 
Reference du demandeur ou du mandataire 

43 222-22 



Anmelder / Applicant / Demandeur : LOHMANN ANIMAL HEALTH GmbH & Co. KG 



Datum /Date 06.06.2000 



Empfangsbescheinigung / Receipt for documents / Recepisse de documents 

Das Europaische Patentamt bescheinigt hiermit den Empfang folgender Dokumente: 
The European Patent Office hereby acknowledges the receipt of the following: 
L'Office europeen des brevets accuse reception des documents indiques ci-dessous: 



Internationale Anmeldung / International application / 
Demande Internationale 



Stuckzahl / No. of 
copies / Nombre 
d'exemplaires 



fx] Antrag / Request / Requete 

0 



Beschreibung (ohne Sequenzprotokollteil) 
Description (excluding sequence listing part) 
Description (sauf partie reservee au listage des 
sequences 



[x] Patentanspruche / Claim(s) / Revendication(s) 
fx] Zusammenfassung / Abstract / Abrege 
fj| Zeichnung(en) / Drawing(s) / Dessin(s) 



Sequenzprotokollteil der Beschreibung 
Sequence listing part of description 
Partie de la description reservee au listage des 
sequences 



□ 

□ Diskette / Disquette 



□ 

□ 
□ 



Kopie der allgemeinen VoHmacht 
Copy of general power of attorney 
Copie du povoir general 

Prioritatsbeleg(e) 
Priority document(s) 
Document(s) de priorite 

Slatt for die Gebuhrenberechnung 
Fee calculation sheet 
Feuille de calcul des taxes 



Wahrung/Currency/Monnaie 
Betrag/Amount/Montant 

EUR 2160 

AusfOllung freigestellt / 
Optional / facultatif 



Abbuchungsauftrag 
Debit order 
Ordre de debit 



Scheck 
Cheque 
Cheques 



Sonstige Unteriagen (einzeln auffQhren) 
Other documents (specify) 
Autres documents (preciser) 

Form PCT/RO/134 

Anlage 1, 2 und 3 



B. Beigefugte Dokumente / Accompanying documents / 
Elements joints 

Gesonderte unterzeichnete VoHmacht ~~ 
r - 1 Separate signed power of attorney 
' — Pouvoir distinct signe 

Die genannten Unteriagen sind am oben genannten Tag eingegangen. Die in der Kontrolliste (Feld VIII) des PCT-Antragformulars RO/101 
angegebenen Blattzahlen wurden bei Eingang nicht geprtlft. Die Anmeldung hat ebenfails oben angefuhrte Anmeidenummer erhaiten / The 
said items were received on the date indicated above. No check was made on receipt that the number of sheets indicated in the check list 
(box VIII) of the PCT Request Form RO/101 were correct. The application has been assigned the above-indicated application number / Les 
documents mentionnees ont ete recus a la date indiquee. L'exactitude du nombre de feuifles indtque au bordereau (cadreyiljl^u formuJaire 
de requete PCT RO/101 n'a pas ete corttrolee tors du depot. Le numero figurant ch 



Unterschrift / Amtsstempel / Signature / Official Stamp / Signature 




VERTRAG UBER DIE INTERNATIONALE ZUSAMMENARBEIT 
AUFJ3EM GEBIET DES PATENTWESI 



Absender: ANMELDEAMT 



E^^ 

PCT 



An 

Siemons, Norbert 
Neuer Wall 41 
D-20354 Hamburg 
ALLEMAGNE 


AKTENZEICHENS UND DES 
INTERNATIONALEN ANMELDEDATUMS 

(Regel 20.5-c) PCT) 


Absendedatum 

(Tagi MonatiJahr) ?QQQ 


Aktenzeichen des Anmelders oder An waits 

43 222-22 


WICHTIGE MITTEILUNG 


Internationales Aktenzeichen 

PCT/EP 00/ 05127 


Internationales Anmeldedatumf Tagi MonatiJahr) 

05/06/2000 


Prioritatsdatumf Tagi MonatiJahr) 

04/06/1999 


Anmeider 

LOHMANN ANIMAL HEALTH GMBH & CO. KG 


Bezeichnung der Erfindung 



1. Dem Anmeider wird mitgeteilt, dafl der internationalen Anmeldung das oben genannte Internationale Aktenzeichen und Internationale 
Anmeldedatum zuerkannt worden ist. 

2. Weiterhin wird dem Anmeider mitgeteilt, dafl das Aktenexamplar der internationalen Anmeldung dem Internationalen Buro am 
oben angegebenen Absendedatum Cibermittelt worden ist. 



3. [~ [ Sonsuges: 



* Das Internationale Buro uberwacht die Ubermittlung des Aktenexempiars durch das Anmeldeamt und unterrichtet den Anmeider iiber 
dessen Eingang (mit Formblatt PCT/IB/301). Ist das Aktenexemptar bei Ablauf des vierzehnten Monats nach dem Prioritatsdatum 
noch nicht emgegangen, teilt das Internationale Buro dies dem Anmeider mit (Regel 22.1.c)). 





Name und Postanschrift des Anmeldeamts 

Europaisches Patentamt, P.B. 5818 Patentlaan 2 
NL-2280 HV Rijswijk 
Q))l Tel. (-5-31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl, 
ZEST Fax: I + 31-70) 340-3016 


Bevollmachtigter Bediensteter 


G. Koestel 



Formblatt PCT/RO/105 (0792) P20404 



HA UC K 1 



HAM 



PATENTANWALTE 
DRMNG. H. N EG EN DANK. (-1973) 

^ AALFS. WEHNERX DORJNG. SIE 
M8URG - MIJNCHEN - DL'SSELDORF 



1 




JGI^c'drWTO 03 



»0"5 




PATENT- U. RECKTSANVV ?OST7aCK 30 , : 0 :0303 HAMBURG 

Telefax 



An das 

Europaische Patentamt 
80298 Miinchen 



Fax - Nr.: 089 2399 4465 



E CO G R. \ A LFS. Ov;\ -\nc. \ 
NOR3ERT S:=MON5. Or -in?. '"-^ 
PETER SCHiLOBERG. Or . Oipl.-?!i>s. 
HEiDl REiCHERT. Rsjhcsamvdltin 
Neuer V -Val! 1055- Hamburg 
Posci'ach 30 I- JO. -CJOii Hamburg 
Tderbn {040 » 35 o" 55. Fax (040) Jo -0 39 
E-maii hamburs S neger.dank-paient.de 
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HAMBURG. 03. September 2001 



Internationales Aktenzeichen: 

Anmelder: 

Anwaltsakte: 



PCT/EPOO/05127 

Lohmann Animal Health GmbH & Co. Kg 
43 222-22 



Aufden schriftlichen Sescheid gemafi Regei 66 PCT vom 18. April 2001: 

1 . Ansprachsanderungen 

Anliegend wird ein Vorschlag ftir neu gefaBte Anspriiche I bis 28 eingereicht, die 
einer weiteren Prufung unterzogen werden solien. 

Anspruch I ist durch zusammenfassen der bisherigen Ansprtiche 1 und 2 entsianden. 
Ferner wurde einbezogen. daB das Fusionsprotein ein N-terminales His-Tag aufvveist. 
entsprechend Seite 8 der Beschreibung. 
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Der bisherige Anspruch 2 ist weggefailen. 



Die Anspriiche 2 bis 5 sind aus den bisherigen Anspriichen 3 bis 6 entsranden. Dabei 
wurden in Anspruch 5 entsprechende Anderungen vvie in Anspruch 1 vorgenommen. 
Zudem wurde in Anspruch 5 auf die Verwendung der Scoffzusammensetzung gegen 
die Odemkrankheit der Tiere Bezug genommen. 

Der bisherige Anspruch 6 ist weggefailen. 

Die Anspriiche 6 bis 18 sind aus den bisherigen Anspriichen 8 bis 20 hervorgegangen. 

Dabei wurde .Anspruch 1 1 entsprechend Anspruch 1 erganzt. AuBerdem wurde in 
Anspruch 1 1 das bisherige ; ,und/oder ;; durch ; ,und wahlweise" ersetzt. 

Anspruch 13 wurde ebenfalls entsprechend Anspruch 1 erganzt. Zudem wurde in 
Anspruch 13 die GroBe des Tag wie in Anspruch 1 definiert. 

Die Riickbeziehung von .Anspruch 15 wurde auf die Anspriiche 1 bis 4 eingeschrankt. 

Anspruch 18 wurde ebenfalls entsprechend .Anspruch 1 erganzt. AuBerdem wurde 
einbezogen 7 daB das Stx2e-Operon fur das Fusionsprotein codiert. Zur urspriingiichen 
Offenbarung wird insbesondere auf Seite 8 und das Beispiel in der Beschreibung 
verwiesen. 

Der bisherige Anspruch 2 1 ist weggefallen. 

Die Anspriiche 19 bis 28 sind aus den Anspriichen 22 bis 31 hervorgegangen. 
Dabei wurde Anspruch 26 auf die .Anspriiche 1 bis 5 riickbezogen. 



2. Zu Sektion VIII. des Priifungsbescheides: 



2.1 Anspruch 5 (friiher 6) wurde hinsichtlich der Verwendung der 
Stoffzusammensetzung klargestellt. Zur ursprtinglichen OtYenbarung wird auf 
Seite 3 der Beschreibung hingewiesen. 

2.2 Anspruch 11 (friiher 13) bezieht sich auf erne Impfstoffzusammensetzung ; in 
der das Fusionsprotein obligatorisch enthalten ist und das zusatzliche Antigen 
fakultativ. Damit ist die Ubereinstimmung tnit Anspruch 5 { friiher 6) 
hergestellt. 

2.3 In Anspruch 13 (friiher 15) wurde die GroBe des terminalen Tag entsprechend 
Anspruch 1 festgelegt. so dafi der E in wand der Nicht-Einheitlichkeit 
iibervvunden ist. 

2.4 In Anspruch 15 (friiher 17) wurde die Riickbeziehung korrigiert. so daB diese 
nunmehr ausschlieBlich auf ein Fusionsprotein gerichtet ist. 

2.5 In Anspruch 20 (friiher 23) wurde klargestellt, dafi der Stx2e-Operon fur das 
Fusionsprotein codiert, so daB das Fusionsprotein durch Expression und 
Reinigung erhaltlich ist. 

2.6 .Anspruch 26 (friiher 29) wurde auf die Fusionsproteine gemaBen Anspriichen 1 
bis 4 riickbezogen, so daB der fragliche Riickbezug auf den tniheren .Anspruch 
20 entfallen ist. 

3. Zu Sektion V. des Prufbescheides 

3.1 Die W098/11229 (Druckschrift t) offenbart ausschliefilich His-Tag-Fusionen 
mit vollstandigen Toxinen. AuBerdem findet sich unter den in dieser Schrift 
aufgelisteten rekombinanten Plasmiden keines mit dem Stx2e, das fur das 
klinische Bild der Odemkrankheit der Schweine verantwortlich ist. Lediglich 
andere Mitglieder der Stx2-Gruppe sind in dieser Schrift verwendet worden. 
die fur verschiedene Krankheitsgeschehen bei verschiedenen Tieranen 
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verantweonlich sind. Die Mitglieder der Stx2-Gruppe verursachen jedoch nicht 
die Odemkraakheit der Tiere. 

Der Anmeldungsgegenstand bezieht sich hingegen auf die B-L'mereinheit des 
Stx2e-Toxins zudem in Fusion mit einem N-terminalen His-Tag. Die Schrift 
nimmt das anmeldungsgemafie Fusionsprotein weder neuheitsschadiich 
vorweg. noch zeigt sie einen naheliegenden Weg zum Auffinden dieses 
Fusionsproteins auf. 

3.2 Die WO96/3Q043 (Druckschrift 2) beschreibt Fusionsproteine. die aus einem 
Fragment des Vero-Toxins VT2e und einem C-terminalen His-Tag bestehen 
konnen. Diese Konstrukte werden benutzt. urn Eianrikorper iiber die Spezies 
Huhn zu erzeugem die fur eine passive Immunisierung gegen das beim 
Menschen vorkommende HUS genutzt werden konnen. 

Der Anmeldungsgegenstand bezieht sich hingegen auf die B-Untereinheit des 
Vero-Toxins VT2e (=Stx2e) sowie einen N-terminalen His-Tag ftlr die aktive 
Immunisierung gegen die Odemkraakheit der Schweine. Auch insoweit ist 
Neuheit und erfinderische Tatigkeit gegeben, da dem Fachmann keine 
Anregung zu der Erfmdung gegeben wurde. 

3.3 Die FR-A-2 766 193 (Druckschrift 3) betrifft Polypeptide, die das Fragment B 
des Shiga-Toxins und weitere Fragmente enthalten. Tags werden hier nicht 
beschrieben. Auch gegeniiber dieser Schrift ist der Erfindungsgegenstand neu. 
Eine Anregung zum Auffinden der Errlndung wurde dem Fachmann ebenfails 
nicht gegeben. 



3.4 Infection and Immunity- (Druckschrift 4) geht auf Shiga- Toxin-L r ntereinheiten 
ein, allerdings ohne His-Tag-Fusionsproteine zu erwahnen. 



- :> - 

Dem gegenuber ist der Erfindungsgegenstand ebenfalls ersichdich neu und 
beaiht aus einer erfinderischen Tatigkeit. 

3.5 Veterinary Microbiology (Druckschrift 5) wurde bereits in der 
Beschreibungseinleitung ziciert. Darin ist ein Fragment der Stx2eB- 
Untereinheit und der Glutathion-S-Transferase von Shistosoma Japonicum 
beschrieben. Demgegeniiber ist der Anmeidungsgegenstand ebenfalls 
ersichtlich neu und beruht auf einer erfinderischen Tatigkeit. 

3.6 Die deutsche Tierarztliche Wochenzeitschrin (Druckschrift 6) betrifft ebenfalls 
die in der Beschreibungseinleitung bereits zitierte Kombinacion eines 
Fragmentes der B-L : ntereinheit des Shiga- Toxins mit Glutathion-S-Transferase. 
Die Bewertung ist dieselbe wie in 3.5. 

Es vvird um einen weiteren Priifungsbescheid unter Beriicksichtigung der durch die neuen 
Anspruchen verdeutlichen Unterschiede des Anmeldungsgegenstandes vom ermittelten 
Stand der Technik gebeten. 



Patentanwalt 
Dr, N. Siemons 
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1. Rekombinantes Fusionsprotein mit einer B-Untereinheit (St\2eB) des 
Shiga Toxins 2e in Fusion mit einem N-terminalen His-Tag. dessen 
GroBe etwa der GroBe der B-Untereinheit oder eines Bruchteils der B- 
Untereinheit entspricht. 

2. Rekombinantes Fusionsprotein nach Anspruch I mit einer GroBe des 
terminalen Tags von maximal 1 kDa. 

3. Rekombinantes Fusionsprotein nach Anspriiche I oder 2 mit einem ami- 
noterminalen His-Tag. 

4. Rekombinantes Fusionsprotein nach einem der Anspruch 1 bis 3 mit 
mehreren vernetzten Fusionsproteinen. 

5. (Impf-)Stoffzusammensetzung zur Impfling und/oder Diagnostik bei der 
Odemkrankheit der Tiere, insbesondere Saugetiere, vor allem Schweine, 
mit einer B-Untereinheit (Stx2eB) des Shiga Toxins 2e in Fusion' mit ei- 
nem N-terminalen His-Tag, dessen GroBe etwa der GroBe der B-Unter- 
einheit oder eines Bruchteils der B-Untereinheit entspricht. 

6. (Impf-)Stoffzusammensetzung nach Anspruch 5 mit einer GroBe des 
terminalen Tags von maximal 1 kDa. 

7. (Impf-)Stoffzusammensetzung nach Anspruch 5 oder 6 mit einem ami- 
noterminalen His-Tag. 

8. (Impf-)Stoffzusammensetzung nach einem der Anspriiche 6 bis 7 mit 
mehreren vernetzten Fusionsproteinen. 



9. (Impf-)Stoffzusammensetzung nach einem der Anspruche 5 bis 8. die ein 
zusatzliches Antigen oder mehrere zusatzliche Antigene umfafit. 

10. (Impf-)Stoffzusammensetzung nach Anspruch 9. wobei das eine oder 
mehrere zusatzliche x\ntigen ausgewahlt ist aus der Gruppe bestehend 
aus einem Pasteurella multocida-Bacterin mit einem zellgebundenen 
Toxoid, einem Bordetella bronchiseptica-Bacterin. einem Erysipelothrix 
rhusiopathiae-Antigen, einem oder mehreren loslich zellfreien Toxoiden 
von Pasteurella multocida Typ D und/oder Escherichia coli und/oder 
Clostridium perfringens, inaktivierten ganzen Zellen von Pasteurella 
multocida Typ A oder D. Kulturen von Actinobacillus pleuropneumo- 
niae, Haemophilus parasuis, Escherichia coli. Clostridium perfringens, 
Streptokokkus suis ; Mycoplasma hyopneumoniae sovvie Procine Repro- 
duction and Respiratory Syndrom Virus, Influenzavirus, Pseudorabies vi- 
rus und Porcine Circovirus I und II. 

11. Impfstoffzusammensetzung nach einem der Anspruche 5 bis 10. die die 
B-Untereinheit (Stx2e) des Shiga Toxins 2e in Fusion mit einem N-ter- 
minalen His-Tag und wahlweise mindestens ein zusatzliches Antigen je- 
weils in einer immunogenen Menge fur die Impfung von Schweinen ge- 
gen die Odemkrankheit der Schweine oder gegen die Odemkrankheit der 
Schweine und andere virale und/oder bakterielle Infektionen umfafit. 

12. Impfstoffzusammensetzungen nach einem der Anspruche 5 bis 1 1 in Zu- 
sammensetzungen und Mengen, so daB sie bei sequentieller und/oder 
gleichzeitiger Impfung von Schweinen diese gegen die Odemkrankheit 



der Schweine oder gegen die Odemkrankheit der Schweine und andere 
virale und/oder bakterielle Infektionen immunisieren. 

13. (Impf-)Stoffzusammensetzung mil einer B-Untereinheit (Srx2eB) des 
Shiga Toxins 2e in Fusion mit einem N-terminalen His-Tag, dessen 
GroBe etwa der GroBe der B-Untereinheit oder eines Bruchteils der B- 
Untereinheit entspricht, insbesondere nach einem der Anspriiche 5 bis 
12. in einer W/O/W-Emulsion, in einer O/W-Emulsion. in einer W/O- 
Emulsion oder in einer waflrigen Suspension. 

14. (Impf-)Stoffzusammensetzung nach Anspruch 13 mit inkomplettem 
Freund'schen Adjuvans (iFA). 

15. Plasmid enthaltend DNA, die ein Fusionsprotein nach einem der Ansprii- 
che 1 bis 4 codiert. 

16. E.Coli-Stamm, transformiert mit einem Plasmid gemaB .Anspruch 15. 

17. E.coli-Stamm gemaB Anspruch 16, hinterlegt bei der DSMZ - Deutsche 
Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH- unter der 
Nummer DSM 12721. 

18. Verfahren zur rekombinanten Herstellung einer B-Untereinheit (Stx2eB) 
des Shiga Toxins 2e in Fusion mit einem N-terminalen His-Tag, bei dem 
in ein geeignetes Vektorsystem eine Untereinheit aus dem Stx2e-Operon 
kloniert wird die fur die B-Untereinheit (Stx2eB) des Shiga Toxins 2e in 
Fusion mit dem N-terminalen His-Tag codiert, das entstandene rekombi- 
nante Plasmid in einen E.coli-Stamm transformiert wird, das entstandene 
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Expressionssystem induziert vvird und das Fusionsprotein exprimiert und 
gereinigt wird. 

19. Verfahren nach Anspruch, bei dem das terminate Tag eine GroBe von 
maximal 1 kDa hat. 

20. Verfahren nach Anspruch 18 oder 19 ; bei dem das terminale Tag ein 
aminoterminales His-Tag ist. 

21. Verfahren nach einem der Anspruche 18 bis 20, bei dem die Expressi- 
onskultur einer Lysepufferbehandlung unterzogen wird. 

22. Verfahren nach einem der Anspniche 18 bis 21, bei dem die Expressi- 
onskultur einer Behandlung in einer French Press oder mittels Ultraschall 
unterzogen wird. 

23. Verfahren nach einem der Anspniche 18 bis 22, bei dem die Expressi- 
onskultur nach Behandlung mit der French Press oder mittels Ultraschall 
und/oder mit Lysepuffer einer affimtatschromatografischen Reinigung 
zugefuhrt wird. 

24. Verfahren nach Anspruch 23, bei dem die Reinigung mittels einer FPLC 
durchgefuhrt wird. 

25. Verfahren nach einem der Anspriiche 18 bis 24, bei dem das gereinigte 
Fusionsprotein vernetzt wird. 
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26. Verfahren bei dem durch Fusion von Milzzellen von unter Verwendung 
des rekombinanten Fusionsproteins gemafi einem der Anspriiche 1 bis 4 
immunisierten Mausen mit Myelomzellen Hybridoma-Kione fur die Her- 
stellung von Anti-Stx2eB-Immunglobulinen erzeugt werden. 

27. Verfahren nach Anspruch 26, bei dem die mittels der Hybridoma-Klone 
produzierten Antikorper zur in-process-Kontrolle fur die Produktion der 
rekombinanten Fusionsproteine verwendet werden. 

28. Verfahren nach Anspruch 26 oder 27, bei dem die von den Hybridoma- 
Klonen produzierten Antikorper fur ein immunaffinitatschromatografi- 
sches Reinigungsverfahren fur das Stx2e-Holotoxin verwendet werden. 
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INDICATIONS RELATING TO DEPOSITED MICROORGANISM 
OR OTHER BIOLOGICAL MATERIAL 



(PCT Rule \3bis) 



A. The indications made below relate to the deposited microorganism or other biological material referred to in the description 
on page _ 17 _ Jine 2 to 9 

B. IDENTIFICATION OF DEPOSIT Further deposits are identified on an additional sheet |~] 

Name of depositary institution 
DSMZ-Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH 



Address of depositary institution (including postal code and country) 

Mascheroder Weg lb 
D-38124 Braunschweig/DE 



Date of deposit 
1999-03-09 


Accession Number 
DSM 12721 


C. ADDITIONAL INDICATIONS (leave blank if not applicable 


>) This information is continued on an additional sheet | | 

_ 9 _ t . _ ^ . ^ . . ; f 



the certificate of viability issued by the place of lodgement ensue from the following documents: 

The declaration made during the applicant's first deposit on March 5/8, 1999, 
along with Annexes (Annex I); 

The receipt for the documents issued during the first deposit of the DSMZ on March 11, 1999 
(Annex 2J; 

The certificate of viability issued by the DSMZ on March 11, 1999 (Annex 3) 



D. DESIGNATED STATES FOR WHICH INDICATIONS ARE MADE (if the indications are not for all designated States) 



E. SEPARATE FURNISHING OF INDICATIONS (leave blank if not applicable) 



The indications listed below will be submitted to the International Bureau later (specify the general nature of the indications e.g. "Accession 
Number of Deposit") 



For receiving Office use only 



| | This sheet was received with the international application 



Authorized officer 



For Internationa! Bureau use only 



f~) This sheet was received by the International Bureau on: 



Authorized officer 



BUDAPEST AGREEMENT ON THE INTERNATIONAL 
ACCEPTANCE OF DEPOSITS OF MICROORGANISMS 
FOR THE PURPOSES OF PATENT PROCEDURES 

DECLARATION MADE FOR THE FIRST DEPOSIT 
(RULE 6.1) 

THE DSMZ - DEUTSCHE SAMMLUNG VON To be completed by the office of lodgement: 
MIKROORGANISMEN UND ZELLKULTUREN DSMZ No. of receipt: 
GmbH Date of receipt of the culture: 

Mascheroder Weg lb 
D - 38 124 Braunschweig 



BACTERIA / FUNGI 1 



THE UNDERSIGNED DEPOSITS THE MICROORGANISM REFERENCED TO BELOW 
BECAUSE OF THE BUDAPEST AGREEMENT AND COMMITS HIMSELF NOT TO 
WITHDRAW THE DEPOSITION DURING THE PERIOD INDICATED IN THE RULE 9.1. 2 . 



DESIGNATION OF THE MICROORGANISM 




Reference No. 3 : Cux-SLT-II e -B 


The culture to be deposited is: 




(x) a pure culture 


Taxonomical designation 4 : E.coli BL2 1 (DE3) / SLT-II e -B ( ) a mixed culture 


II. CONDITIONS OF GROWTH 




Medium: 


pH prior to sterilization 




Sterilization min at °C 




pH after sterilization: 




Behaviour to oxygen: 




( ) aerobic 




( ) micro-aerophilic 




( ) obligately anaerobic 




Particular demands to the gas atmosphere: 




Incubation temperature: °C 




Period of incubation: 




To be kept at °C 



III. REQUIREMENTS FOR CUSTODY Q 5 

After bacteria are grown fill into recipients as a glycine culture (1 ml culture + 0.5 ml glycine) 
and store at -80 °C or 

Keep in the microbank preservation system (e.g. Pro-Lab, Ontario, Canada ) at -80 °C 

IV. REQUIREMENTS FOR VIABILITY TESTING (f 

Nutrient broth (Oxoid, Art. No. CM1 + 100 um/ml), Ampicillin or nutrient agar (Oxoid, Art. No. 
CM3) 

37 °C, overnight culture 

V. INGREDIENTS OF THE MIXED CULTURE (if applicable) 
Description of ingredients: 

Methods which allow ingredient testing for viability: 



VI. PROPERTIES HAZARDOUS TO HEALTH AND THE ENVIRONMENT: (x) 3 

Risk group of the microorganism according to instruction sheet "Safe biology"; categorization of 

biological agents: Bacteria or fungi (B 006 and B 007) of the Trade Association of the Chemical 

Industry 1 : 

Risk group 1 

The microorganism to be deposited may be handled if the following laboratory safety measures are 
taken: (x) LI ( ) L2 



The microorganism has the following properties which are hazardous or can be hazardous to health 
and the environment: 



(x) Such properties are unknown to the undersigned. 



VII. INDICATIONS ON THE GENETICALLY MOD IFIED MICROORGANISM " 



1. INDICATIONS ON THE RECEPTOR ORGANISM 



Designation: 

Risk group: 
Sensitivities: 
Resistances: 
Auxotrophies: 



E.coli BL 21 (DE3) 

(x) RG1 
Rif ampicin 



(NOVAGEN) 



()RG2 



Particular properties: Ion' 
(e.g. restriction modification system, 
general genetic recombination; 



omp T 



2. INDICATIONS ON THE DONOR ORGANISM 
Designation: E.coli 0138 :K81 E57 

Risk group: ()RG1 
Description of the cloned DNA fragment: 



(x) RG2 



()RG3 



Informative content: 
Size (in bp): 



Sub-genic fragment of the B sub-unit of Stx2e 
228 bp 

( ) complete genom ( } cDNA 

) sub-genomic ( ) synthetic 



(x) sub-genic 

( ) pathogenic 
() toxigenic 



Htumorigenic 
allergenic 



(Novagen) 



Hazard potential of the cloned DNA: 

(x) No hazard potential 

3. INDICATIONS ON THE VECTOR 
Designation: pET- 15b 
Derivative of: 

Host specific feature: E. coli 
Resistances : Amp i c i 1 1 i n 
Size (inc. insert): 5936 bp 
Promotors: T7 promo tor 
More existing read frames: lac I 

Indications on mobilizing capacity and inherent transfer systems: 
Indications on inherent infectiousness: 
Possible transfer by endogeneous helper viruses: 

4. INDICATIONS ON GVO 1 : 

Particular properties : Production of a subgenic fragment 

(e.g. production of: Used as a.... vector, etc) of the B sub-unit of Stx2e 

External DNA: 

Hazard potential: ( ) pathogenic 

( ) toxigenic 



( ) chromosomally integrated (x) episomal 



( ) tumorigenic 
(allergenic) 



C ; toxigi 
(x) No hazard potential 
Please justify: The B sub-unit is not toxigenic 

According to GenTG°, the deposit of a genetically modified safety stage 2 organism can become 
effective only if the depositing institution sends the DMSZ a copy of the results of the safety 
check made by the competent authority. 



VIIL SCIENTIFIC DESCRIPTION 7 : (x)^ 



IX. MORE INDICATIONS": (T 



X. WHEREABOUTS OF THE CULTURE AFTER THE PRESCRIBED PERIOD OF 
PRESERVATION 10 : 



a) The culture is to be transferred to the stock of the DSMZ public collection 


QYes 


()No 


b) The culture is to be returned to the depositing institution against a fee: 


(x) Yes 


()No 


c) The culture is to be destroyed by the DSMZ 


()Yes 


()NO 


XI. DEPOSITING INSTITUTION " : 



Name: Signature: 



Address: Date: 



Supplementary indications relating to the genetically modified organism 
I. Indications on the external DNA 

Sub-genic fragment of the B sub-unit of the 2e Shiga toxin (StxB2e) 

Shiga toxin forming Escherichia coli (STEC) are associated with intestinal 
and extra-intestinal diseases of human beings and animals. Amongst others, these 
include the oedematose of the pigs which is caused by the Stx2e. The STEC produce 
Shiga toxins which are considered a significant factor in pathogenesis. A distinction 
is made between two toxin types: Stxl and Stx2 (with several variants to which also 
the Stx2e belongs). All Stx have characteristic features in common: They comprise 
an enzymatically active A sub-unit and a pentamer of B sub-units which is 
answerable for the receptor bonding (O'Brien, 1989). The way of action of the Stx 
has been characterized very well. After the bonding to the host cell brought about 
with the aid of the B sub-unit, the toxin is received and is split up by a protease. This 
forms the toxic Al sub-fragment which inhibits the protein biosynthesis by 
inactivating the 60S sub-unit of the ribosome. The remaining portion of the toxin, 
i.e. the carboxy-terminal fraction of the A sub-unit (A2 sub-fragment) with the 
pentamer of the B sub-units bonded thereto, is not cytotoxic. 

Since the diseases caused by Stx take an acute or peracute course in many 
cases a prophylaxis in the sense of an immunization is highly desirable. What was 
demonstrated in tests with a chemically modified Stx2e holotoxin (Awad-Masalmeh, 
1989) and a recombinantly modified one (Gordon, 1992) was that the toxin in vivo 
induces neutralizing antibodies which can provide protection from cell damage. 
However, a problem encountered in these tests was that the proteins employed partly 
exhibited a residual toxicity. For this reason, several working teams focussed on the 
isolated Stx-B sub-unit as an immunogenic substance because it imparts the receptor 



bonding of the toxin and is not toxic per se. It was shown that if there is an infection 
by Stx2e-forming E.coli antibodies will be formed against the B sub-unit (Franke et 
al., 1994). The GVO Escherichia coli BL21 [pHIT-24] which has the capability of 
expressing the B sub-unit of Stx2e serves for generating a recombinant vaccine 
against the oedematose of the pigs. 

Awad-Masalmeh et al, 1989, Dt. Tierdrztl Wochenschr. 96: 397-432 
Boydetal, 1991, Infect.immun. 59: 750-757 
Franke et al, 1994. Vet.Microbiol 60: 485-490 
O'Brien and Holmes, 1987, Microbiol Rev. 51: 206-220 

II. Indications on the vector 

Plasmid vET-15b 

Risk evaluation: Risk group 1 

Reasons: 

The expression vector pET-15b is a commercially distributed plasmid vector which 
can be multiplied in E.coli K12 strains. Its nucleotide sequence and its genetic 
organization are completely known. The vector bears generally common selection 
markers (resistence to Ampicillin), but has no virulence or pathogeneity-determining 
sequences. 

Ill \ Indications on the receptor 
Escherichia coli BL21(DE3) 

Risk evaluation: Risk group 1 
Reasons: 

The E-coli strain used as a receptor is a derivative of Escherichia coli K12. 
E. coli K12 derivatives are assigned to the risk group 1 in Annex 1, Part B, GenTSV 
and are certified, with an appropriate vector, as a biological safety measure B 1 
(Annex II A, GenTSV). The strains used are genetically modified Kl 2 derivatives the 
safety-relevant properties of which were not affected by the modifications (genetic 



stability, missing colonization capability outside defined environmental conditions, 
apathogeneity for human beings, animals, and plants, harmlessness to the 
environment, low-scale gen exchange with other organisms). The K12 derivatives 
continue to meet the requirements of biological safety measures as before (§ 6, para 
4 GenTSV). 



Lohmann Animal Health 
GmbH &Co. KG 
Heinz-Lohmann-Str. 4 



D - 27472 Cuxhaven 

P082 99/H 254 11/03/1999 

Dear Sirs, 

Deposit of microorganisms according to the Budapest Agreement 

You will find enclosed our confirmation of receipt and certificate of viability for 

Escherichia coil Cux-SLT-ll e -B-DSM 12721 
and our invoice 9901265. 
With kind regards, 

DSMZ - Deutsche Sammlung von Mikro- 
organismen und Zellkulturen GmbH 

Dr. Vera Weihs 

Note: You will be supplied with specimens for verification after the preservation of 
the strain. 



^BUDAPEST TREATY ON TllE INTERNATIONAL 

R^Bbnition or the dktosit or microorganism!^ 

^HJRTIIE PURPOSES OF PATENT PKCJCEUUItl: 
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274 72 Cuxhaven 


RECEIPT IN THE CASE OF AN ORIGINAL DEPOSIT 
issued pursuant to Rule 7. 1 by the 

INTERNATIONAL DEPOSITARY AUTHORITY 
identified at Uie bottom of this page 


I. IDENTIFICATION OF THE MICROORGANISM 


Identification reference given by ihc DEPOSITOR: 

Cux-SLT-II e -B 


Accession number given by the 
INTERNATIONAL DEPOSITARY AUTHORITY: 

DSM 12721 



II. SCIENTIFIC DESCRIPTION AND/OR PROPOSED TAXONOMIC DESIGNATION 



The microorganism identified under I. above was accompanied by: 

(X ) a scientific description 

(X ) a proposed taxonomic designation 

(Mark with a cross where applicable). 



III. RECEIPT AND ACCEPTANCE 



"his International Depositary Authority accepts Utc microorganism identified under I. above, which was received by it on 199 9-03-09 
(Date of the original deposit)'. 



IV. RECEIPT OF REQUEST FOR CONVERSION 



The microorganism identified under I above was received by this International Depositary Authority on (date of original deposit) 
and a request to convert the original deposit to a deposit under the Budapest Treaty was received by it on (date of receipt of request 
for conversion). 



V. INTERNATIONAL DEPOSITARY AUTHORITY 


Name: DSMZ-DEUTSCHE SAMMLUNG VON 

MIKROORGANISMEN UND ZELLKULTUREN GmbH 

Address: Maschcrodcr Wcg lb 
D-38124 Braunschweig 


Signature(s) of person(s) having the power to represent die 
International Depositary Authority or of authorized ofTicial(s): 

Date: 1999-03-11 



1 Where Rule 6.4 (d) applies, such date is the date on which the status of international depositary authority was acquired. 



Form DSM2-BP/4 (sole page) 0196 



•budapest treaty on the international 
Ignition of the deposit of microorganism 
for the purposes of patent procedure 



INTERNATIONAL FORM 







Lohmann Animal Health 

GmbH & Co. KG 

He in z - Lohmann - S t r . 4 




27472 Cuxhaven 


VIABILITY STATEMENT 

issued pursuant to Rule t(L2 by the 

INTERNATIONAL DEPOSITARY AUTHORITY 
identified at die bottom of this page 


I. DEPOSITOR 


II. IDENTIFICATION OF THE MICROORGANISM 


Name: Lohmann Animal Health 

GmbH & Co. KG 
Address: Heinz -Lohmann- S tr . 4 


Accession number given by the 
INTERNATIONAL DEPOSITARY AUTHORITY: 

DSM 12721 


27472 Cuxhaven 


Date of the deposit or the transfer 1 : 
1999-03-09 


III. VIABILITY STATEMENT 


The viability of the microorganism identified under II above was tested on 1999-03-09 2 . 
On that date, the said microorganism was 


(X) J viable 




( y no longer viable 




IV. CONDITIONS UNDER WHICH THE VIABILITY TEST HAS BEEN PERFORMED 4 




V. INTERNATIONAL DEPOSITARY AUTHORITY 


Name: DSMZ-DEUTSCHE SAiMMLUNG VON 

MiKROORGANISMEN UNO ZELLKULTUREN GmbH 


Signature(s) of person(s) having the power to represent the 
International Depositary Authority or of authorized ofTtcial(s): 


Address: Mascheroder Weg 1 b 
D-38124 Braunschweig 


Date: 1999-03-11 



Indicate the date of original deposit or, where a new deposit or a transfer has been made, the most recent relevant date (date of the new deposit or 
date of the transfer). 

In the cases referred to in Rule 10.2(a) (ii) and (Hi), refer to the'most recent viability test. 
. Mark with a cross the applicable box. 

Fill in if the information has been requested and if the results of the test were negative. 



Form DSMZ-BP/9 (sole page) 0196 



VERIFICATION OF TRANSLATION 



I j Dr . Norbert Siemons. 

(insert translator's name) 

Of . . Neyer Wall 41, . D r 20354. Hamburg/Federal- Republic • of- Germany 

(translator's address) 

declare as fol lows : 

1. That I am well acquainted with both the English and -German 

languages, anci 

2. That the attached document is a true and correct translation made 
by me to the best of my knowledge and belief of:- 

<b) The Amendments made to the specification 

International Application No. . PCT/EP00/05127 



December 27, 2001 
"(Date)' 



Dr. Norbert Siemens 
(Signature of Translator) 




^^ATENT COOPERATION TREA 

PCT 

INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 

(PCT Article 36 and Rule 70) Lj 



Applicant's or agent's file reference 
43 222-22 


irrfco uidtufd __ T See Notification of Transmittal of International 
FOR FURTHER ACTION PreIiminary Examination Report (Form PCTAPEA/4 16) 


International application No. 


International filing date {day/month/year) 


Priority date {day/month/year) 


PCT/EP00/05127 


05 June 2000 (05.06.00) 


04 June 1999 (04.06.99) 


International Patent Classification (IPC) or national classification and IPC 




C12N 15/62 






Applicant 

LOHMANN ANIMAL HEALTH GMBH & CO. KG 



This international preliminary examination report has been prepared by this International Preliminary Examining 
Authority and is transmitted to the applicant according to Article 36. 



This REPORT consists of a total of 



. sheets, including this cover sheet. 



This report is also accompanied by ANNEXES, i.e., sheets of the description, claims and/or drawings which have 
been amended and are the basis for this report and/or sheets containing rectifications made before this Authority 
(see Rule 70. 1 6 and Section 607 of the Administrative Instructions under the PCT). 



These annexes consist of a total of 



. sheets. 



3. This report contains indications relating to the following items: 
Basis of the report 
Priority 

Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial applicability 
Lack of unity of invention 

Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations supporting such statement 

Certain documents cited 

Certain defects in the international application 

Certain observations on the international application 



I 


IEI 


II 


□ 


III 


□ 


IV 


□ 


V 


IEI 


VI 


□ 


VII 


IEI 


VIII 





Date of submission of the demand 

2 1 November 2000 (21.11 .00) 


Date of completion of this report 

13 September 2001 (13.09.2001) 


Name and mailing address of the IPEA/EP 
Facsimile No. 


Authorized officer 
Telephone No. 



Form PCT/IPE A/409 (cover sheet) (January 1994) 



INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 



nal application No. 

PCT/EPOO/05127 



I. Basis of the report 



1 . This report has been drawn on the basis of {Replacement sheets which have been furnished to the receiving Office in response to an invitation 
under Article 14 are referred to in this report as "originally filed" and are not annexed to the report since they do not contain amendments.): 

the international application as originally filed. 

the description, pages , as originally filed, 

P a ges , filed with the demand, 

pages , filed with the letter of 

pages , filed with the letter of 



the claims, 



Nos. 
Nos. 
Nos. 
Nos. 
Nos. 



1-28 



, as originally filed, 

, as amended under Article 19, 

, filed with the demand, 
, filed with the letter of 
, filed with the letter of 



05 September 2001 (05. 09.200 n 



| | the drawings, 



sheets/fig 
sheets/fig 
sheets/fig 
sheets/fig 



, as originally filed, 
, filed with the demand, 
, filed with the letter of 
, filed with the letter of 



2. The amendments have resulted in the cancellation of: 

□ 

the description, pages 

□ 

the claims, Nos. 

□ 

the drawings, sheets/fig 



3. [""I This re P° n has been established as if (some of) the amendments had not been made, since they have been considered 
to go beyond the disclosure as filed, as indicated in the Supplemental Box (Rule 70.2(c)). 

4. Additional observations, if necessary: 



Form PCT/IPEA/409 (Box I) (January 1994) 



INTERNATIONAL PREL 



Y EXAMINATION REPORT 



Int^^^pnal application No. 
P^^EP 00/05127 



V. Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations supporting such statement 



1 . Statement 

Novelty (N) 

Inventive step (IS) 
Industrial applicability (IA) 



Claims 
Claims 

Claims 
Claims 

Claims 
Claims 



1-28 



1-28 



1-28 



YES 
NO 
YES 
NO 

YES 
NO 



2. Citations and explanations 



The subject of present Claims 1-28 is anticipated by the 
teaching of citation WO-A-98/11229 (1) (see e.g. page 10, 
Example 1) , since according to the wording of the present 
claims the presence of the A subunit is not excluded. 
Accordingly, the present claims also cover N-terminal His- 
tag fusions with complete Stx2eB toxins. 

Furthermore, the involvement of an inventive step can 
likewise not be recognised, since the principle underlying 
the present application (preparation of a Shiga toxin 
fusion protein based on the B subunit of this toxin and an 
N-terminal tag and its use as a vaccine) is already 
proposed in the prior art (see WO-A- 96/3 0043 (2) , e.g. 
page 13, and Veterinary Microbiology, Vol. 43 (1995), 
pages 41-52, Franke S. et al . (3)). The essential 
difference between the fusion protein according to the 
invention and the fusion protein described in (3) seems to 
lie only in the replacement of the glutathion 
S- transferase with a His- tag. This substitution, 
particularly in view of the teaching of (1) and in the 
light of general expert knowledge, can be regarded merely 
as an alternative obvious to a person skilled in the art 



Form PCT/IPEA/409 (Box V) (January 1994) 



INTERNATIONAL PREL 




Y EXAMINATION REPORT 



lntj 
PC 




mal application No. 
IP 00/05127 



and not involving any inventive step. In the absence of 
any comparative tests documenting that this substitution 
lends the claimed fusion protein unexpected properties or 
effects compared to that described in (3) , therefore, the 
present claims fail also to comply with PCT Article 33(3). 



Form PCT/IPEA/409 (Box V) (January 1994) 



INTERNATIONAL PREL 



EXAMINATION REPORT 



Intei 
PCT 



n2K 

"T^P 



I application No. 
00/05127 



VII. Certain defects in the international application 



The following defects in the form or contents of the international application have been noted: 



1. In view of the wording of new Claim 1, Claim 3 
appears to be superfluous. The same applies to 
Claim 20. 

2. The word "optionally" inserted in Claim 11 does not 
appear to have a basis in the application as filed 
(PCT Article 34 (2) (b) ) . 



Form PCT/IPE A/409 (Box VII) (January 1994) 



INTERNATIONAL PREL 



Y EXAMINATION REPORT 



Intel 
PCT 



\ application No. 
00/05127 



VIII. Certain observations on the international application 



The following observations on the clarity of the claims, description, and drawings or on the question whether the claims are fully 
supported by the description, are made: 



1. The words w approximately" and "fraction" used inter 
alia in Claim 1 are vague and thereby render the 
scope of claims containing either of these words 
unclear. 

2. According to Claim 17 the E. coli strain filed under 
number DSM 12 721 contains a plasmid which encodes 
the fusion protein according to the invention. This 
however is inconsistent with the description, 
according to which the said E. coli strain encodes 
only the B subunit Stx2eB (see the example shown in 
the application) . In this context it is also noted 
that according to the present examples there is no 
His-tag on the N-terminal end of the B subunit. 



Form PCT/IPE A/409 (Box VIII) (January 1994) 



VERTRAG UBER DJ^INTERNATIONALE ZUSAIVJKN ARBEIT AUF DEM 

WEBIET DES patentweseW 

PCT 

INTERNATIONALER VORLAUFIGER prufungsbericht 

(Artikel 36 und Regel 70 PCT) 



Aktenzeichen des Anmelders oder Anwalts 
43 222-22 


siehe Mirteilung uberdie Ubersendung des intemationalen 
WEITERES VORGEHEN vorlaufigen Prufungsberichts (Formblatt PCT.IPEA/416) 


Internationales Aktenzeichen 
PCT/E POO/05 127 


Internationales Anmeldedatum (Tag/Monat/Jahr) 
05/06/2000 


Prioritatsdatum (Tag.'Monat/T ag) 
04/06/1999 


Internationale Patentklassifikation (IPK) Oder nationale Klassifikation und IPK 
C12N15/62 


Anmeider 

LOHMANN ANIMAL HEALTH GMBH & CO. KG et al 



1 . Dieser Internationale vorlaurige Prufungsbericht wurde von der mit der intemationalen vorlaufigen Prufung beauftragten 
3eh6rde ersteilt und wird dem Anmeider gemaG Artikel 36 ubermittelt. 



2. Dieser BERICHT umfaBt insgesamt 5 Blatter einschlieGlich dieses Deckblatts. 

S AuBerdem liegen dem Bericht ANLAGEN bei; dabei handelt es sich urn Blatter mit Beschreibungen, Anspruchen 
und/oder Zeichnungen, die geandert wurden und diesem Bericht zugrunde liegen, und/oder Blatter mit vor dieser 
Behorde vorgenommenen Berichtigungen (siehe Regel 70.16 und Abschnitt 607 der Vervvaltungsrichtlinien zum PCT). 

Diese Anlagen umfassen insgesamt 5 Blatter. 



3. Dieser Bericht enthalt Angaben zu folgenden Punkten: 

I 'S Grundlage des Berichts 

II □ Prioritat 

III □ Keine Erstellung eines Gutachtens uber Neuheit. erfinderische Tatigkeit und gewerbiiche Anwendbarkeit 

IV □ Mangelnde Einheitlichkeit der Erfindung 

V S Begrundete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der erfinderischen Tatigkeit und der 

gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 

VI □ Bestimmte angefuhrte Unterlagen 

VII SI Bestimmte Mangel der intemationalen Anmeldung 

VIII 'S Bestimmte Bemerkungen zur intemationalen Anmeldung 



Datum der Einreichung des Antrags 
21/11/2000 


Datum der Fertigstellung dieses Berichts 
13.09.2001 


Name und Postanschrift der mit der intemationalen vorlaufigen 
Prufung beauftragten Sehdrde: 
- — Europaisches Patentamt 
D ' 80298 Munchen 
ig/' Tel. +49 89 2399 - 0 Tx: 523656 epmu d 
Fax: -49 39 2399 - 4465 


8evollmachtigter Bediensteter ^^S^ns^s^ 
SCHEFFZYK, I % ij 

' e!. Nr. ~i9 39 2399 ^602 



Formblatt PCT/IPEA/409 (Deckblatt) (Januar 1994) 



VERTRAG LIBERIE INTERNATIONALE ZUSAMIVM^VRBEfT AUF DEM 
^SEBIET DES PATENTWESEnP^ 



Absender: MIT DER INTERNATIONALEN VORLAUFIGEN 
PROFUNG BEAUFTRAGTE BEHORDE 



An: 

SIEMONS. Norbert 

M QI , Qr Wall A 1 

iMSUsr vvciu *+ i 
D-20354 Hamburg 
ALLEMAGNE 


Eingang Ham hi; 
1 k. SEP. 2001 

erl. 

not 


! MITTEILUNG UBER DIE U8ERSENDUNG 
i DES INTERNATIONALEN VORLAUFIGEN 
j PRUFUNGSBERICHTS 

j (Regel 71.1 PCT) 






Absendedatum 

(Tag/Monat/Jahr) 1 3.09.2001 


Aktenzeichen des Anmelders Oder Anwalts 
43 222-22 


WICKTIGE MITTEILUNG 


Internationales Aktenzeichen 
PCT/EP00/05127 


Internationales Anmeldedatum (Tag/Monat/Jahr) 
05/06/2000 


Prioritatsdatum (Tag/Monat/Jahr) 
04/06/1999 


Anmelder 

LOHMANN ANIMAL HEALTH GMBH & CO. KG et al 



1 . Dem Anmelder wird mitgeteilt, da(3 ihm die mit der internationalen voriaufigen Prufung beauftragte Behorde 
hiermit den zu der internationalen Anmeldung erstellten internationalen voriaufigen Prufungsbericht, 
gegebenenfalls mit den dazugehorigen Anlagen, ubermittelt. 



2. Eine Kopie des Berichts wird - gegebenenfalls mit den dazugehorigen Anlagen - dem Internationalen Buro zur 
Weiterleitung an alle ausgewahlten Amter ubermittelt. 



3. Auf Wunsch eines ausgewahlten Amts wird das Internationale Buro eine Ubersetzung des Berichts (jedoch 
nicht der Anlagen) ins Englische anfertigen und diesem Amt ubermitteln. 



4. ERINNERUNG 

Zum Eintritt in die nationale Phase hat der Anmelder vor jedem ausgewahlten Amt innerhalb von 30 Monaien 
ab dem Prioritatsdatum (oder in manchen Amtern noch spater) bestimmte Handlungen (Einreichung von 
Ubersetzungen und Entrichtung nationaler Gebuhren) vorzunehmen (Artikel 39 (1)) (siehe auch die durch das 
Internationale Buro im Formblatt PCT/IB/301 ubermittelte Information). j 

i 

i 

1st einem ausgewahlten Amt eine Ubersetzung der internationalen Anmeldung zu ubermitteln, so muG diese 
Ubersetzung auch Ubersetzungen aller Anlagen zum internationalen voriaufigen Prufungsbericht enthalten. Es 
ist Aufgabe des Anmelders, solche Ubersetzungen anzufertigen und den betroffenen ausgewahlten Amtern 
direkt zuzuleiten. 

Weitere Einzelheiten zu den maf3gebenden Fristen und Erfordernissen der ausgewahlten Amter sind Band II 
des PCT-Leitfadens fur Anmelder zu entnehmen. 



Name und Postanschrift der mit der internationalen Prufung 
beauftragten Behorde 

Europaisches Patentamt 
D-30298 Munchen 

Tel. +49 89 2399 - 0 Tx: 523656 eprau d 
Fax: +49 89 2399 - 4465 



Bevollmachtigter Bediensteter 
Hingel. W 

Tel. +49 89 2399-8717 




INTERN ATIONALER VORLAUFIGER 

PRUFUNGSBERICHT Internationales Aktenzeichen PCT/EP00/051 27 

I. Grundlage des Berichts 

1 . Hinsichtlich der Bestandteile der internationalen Anmeldung (Ersatzbiatter. die dem Anmeldeamt auf eine 
Aufforderung nach Artikei 14 hin vorgelegt wurden, gelten im Rahmen dieses Berichts ais "ursprungiich 
eingereicht" und sind ihm nicht beigefugt, weil sie keine Anderungen enthalten (Regeln 70. 16 und 70. 1 7)): 
Beschreibung. Seiten: 

1-17 ursprungliche Fassung 

Patentanspriiche. Nr.: 

1 -28 eingegangen am 05/09/2001 mii Schreiben vom 03/09/2001 



2. Hinsichtlich der Sprache: Alie vorstehend genannten Bestandteile standen der Behorde in der Sprache, in der 
die internationale Anmeldung eingereicht worden ist zur Verfugung Oder wurden in dieser eingereicht. sofern 
unter diesem Punki nichts anderes angegeben ist. 

Die Bestandteile standen der Behorde in der Sprache: zur Verfugung bzw. wurden in dieser Sprache 
eingereicht; dabet handelt es sich urn 

□ die Sprache der Ubersetzung, die fur die Zwecke der internationalen Recherche eingereicht worden ist (nach 
Regel 23.1(b)). 

□ die Veroffentiichungssprache der internationalen Anmeldung (nach Regel 48.3(b)). 

□ die Sprache der Ubersetzung, die fur die Zwecke der internationalen vorlaufigen Prufung eingereicht worden 
ist (nach Rege! 55.2 und/oder 55.3). 

3. Hinsichtlich der in der internationalen Anmeldung offenbarten Nucleotid- und/oder Aminosauresequenz ist die 
internationale vorlaufige Prufung auf der Grundlage des Sequenzprotokolls durchgefuhrt worden, das: 

□ in der internationalen Anmeldung in schriftlicher Form enthalten ist. 

□ zusammen mit der internationalen Anmeldung in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

□ bei der Behorde nachtraglich in schriftlicher Form eingereicht worden ist. 

□ bei der Behorde nachtraglich in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

□ Die Erklarung. daB das nachtraglich eingereichte schriftliche-Sequenzprotokoll nicht uber den 
Offenbarungsgehalt der internationalen Anmeldung im Anmeldezeitpunkt hinausgeht, wurde vorgelegt. 

□ Die Erklarung. daB die in computerlesbarer Form erfassten Informationen dem schriftlichen 
Sequenzprotokoll entsprechen, wurde vorgelegt. 

4. Aufgrund der Anderungen sind folgende Unterlagen fortgefallen: 

□ Beschreibung, Seiten: 

□ Anspruche. Nr.: 

□ Zeichnungen. Blatt: 



Formblatt PCT/IPEA-409 (Felder i-VIH. Blatt 1) (Juli 1998) 



INTERN ATIONALER VORLAUFIGER 
PRUFUNGSBERICHT 



Internationales Aktenzeichen PCT/EP00/051 27 



5. □ Dieser Bericht ist ohne Berucksichtigung (von einigen) der Anderungsn erstellt worden ; da diese aus den 
angegebenen Grunden nach Auffassung der Behorde uber den Offenbarungsgehalt in der ursprunglich 
eingereichten Fassung hinausgehen (Regel 70.2(c)). 

(Auf Ersatzblatter. die solche Anderungen enthalten, ist unter Punkt 1 hinzuweisen;sie sind diesem Bericht 
beizufugen). 



6. Etwaige zusatziiche Bemerkungen: 



V. Begrundete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtiich der Neuheit, der erfinderischen Tatigkeit und der 
gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 

1. Feststellung 

Neuheit (N) Ja: Anspruche 

Nein: Anspruche 1-28 

Erfinderische Tatigkeit (ET) Ja: Anspruche 

Nein: Anspruche 1-28 

Gewerbliche Anwendbarkeit (GA) Ja: Anspruche 1-28 

Nein: Anspruche 

2. Unterlagen und Erklarungen 
siehe Beiblatt 



VII. Bestimmte Mangel der internationalen Anmeldung 

Es wurde festgesiellt. daB die internationale Anmeldung nach Form Oder Inhalt folgende Mangel aufweist: 
siehe Beiblatt 



VIII. Bestimmte Bemerkungen zur internationalen Anmeldung 

Zur Klarheit der Patentanspruche ; der Beschreibung und der Zeichnungen oder zu der Frage, ob die Anspruche 
in vollem Umfang durch die Beschreibung gestutzt werden, ist folgendes zu bemerken: 
siehe Beiblatt 



Formblatt PCT/IPEA'409 (Fetder I- VIII. Blatt 2) (Juli 1993) 



INTERNATIONA LER VORLAUFIGER Internationales Aktenzeichen PCT/E POO/051 27 
PRUFUNGSBERICHT - BEIBLATT 



SEKTION V 



Der Gegenstand vorliegender Anspruche 1-28 wird durch die Lehre der 
Entgegenhaltung WO 98/1 1229 (1) (siehe z.B. Seite 10, Beispiel 1) 
neuheitsschadlich vorweggenommen, denn gemaB dem Wortlaut vorliegender 
Anspruche ist die Anwesenheit der A-Untereinheit nicht ausgeschlossen. 
Demnach umfassen vorliegende Anspruche auch N-terminale His-Tag Fusionen 
mit vollstandigen Stx2eB Toxinen. 

Daruberhinaus kann auch das Vorliegen einer erfinderischen Tatigkeit nicht 
anerkannt werden, denn das der vorliegenden Anmeldung zugrundeliegende 
Prinzip (Bereitstellung eines Shiga Toxin Fusionsproteins basierend auf der B- 
Untereinheit dieses Toxins und einem N-terminalen Tag sowie dessen 
Verwendung als Impfstoff) wird bereits im Stand der Technik vorgeschlagen 
(siehe WO 96/30043 (2), z.B. Seite 13 und Veterinary Microbiology 43, (1995), 41- 
52, Franke S. et al., (3)). Der wesentliche Unterschied zwischen dem 
erfindungsgemaBen Fusionsprotein und dem in (3) beschriebenen Fusionsprotein 
scheint lediglich in dem Ersatz der Gluthation-S-Transferase durch ein His-Tag zu 
bestehen. Dieser Austausch kann, insbesondere im Hinblick auf die Lehre von (1) 
sowie unter Berucksichtigung des allgemeinen Fachwissens lediglich als fur einen 
Fachmann naheliegende Alternative betrachtet werden, die auf keiner 
erfinderischen Tatigkeit beruht. In Abwesenheit von Vergleichsversuchen, die 
belegen, dass durch diesen Austausch dem beanspruchten Fusionsprotein im 
Vergleich zu dem in (3) beschriebenen unerwartete Eigenschaften/Effekte 
verliehen werden erfullen daher vorliegende Anspruche auch nicht das Erfordernis 
des Art. 33(3) PCT. 

SEKTION VII 

1) . Im Hinblick auf den Wortlaut des neu-eingereichten Anspruchs 1 scheint 

Anspruch 3 uberflussig zu sein. Das gleiche gilt entsprechend fur Anspruch 20. 

2) . Fur den in Anspruch 1 1 eingefuhrten Begriff "wahlweise" kann in den 

ursprunglichen Anmeldungsunterlagen keine Basis gefunden werden (Art. 



Formbiatt PCT/Beiblattf409 (Blatt 1) (EPA- April 1997) 



INTERN ATIONALER VORLAUFIGER Internationales Aktenzeichen PCT/EP00/05127 
PRUFUNGSBERICHT - BEIBLATT 



34(2)(b) PCT). 
SEKTION VIII— 

1) . Die u.a. in Anspruch 1 verwendeten Begriffe "etwa" sowie "Bruchteils" sind vage 

und machen damit den Schutzumfang von Anspruchen, die zumindest einen 
dieser Begriffe enthalten unklar. 

2) . GemaB Anspruch 17 enthalt der unter der Nummer DSM 12721 hinterlegte.E.coli 

Stamm ein Plasmid, das das erfindungsgemaBe Fusionsprotein kodiert. Dies ist 
jedoch nicht in Ubereinstimmung mit der Beschreibung, gemaB welcher der 
besagte E.coli Stamm lediglich die B-Untereinheit Stx2eB kodiert (siehe das in der 
Anmeldung gezeigte Beispiel). Diesbezuglich wird ferner festgestellt, das gemaB 
den vorliegenden Ausfuhrungsbeispielen kein His-Tag an das N-terminale Ende 
der B-Untereinheit fusioniert wird. 
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1. Rekombinantes Fusionsprotein mix einer B-Untereinheit (Stx2eB) des 
Shiga Toxins 2e in Fusion mit einem N-terminalen His-Tag, dessen 
GroBe etwa der GrSBe der B-Untereinheit oder eines Bruchteils der B- 
Untereinheit entspricht. 

2. Rekombinantes Fusionsprotein nach Anspruch 1 mit einer GrSBe des 
tenninalen Tags von maximal 1 kDa. 

3. Rekombinantes Fusionsprotein nach Anspriiche 1 oder 2 mit einem 
aminoterminalen His-Tae. 

4. Rekombinantes Fusionsprotein nach einem der Anspruch 1 bis 3 mit 
mehreren vernetzten Fusionsproteinen. 

5. (Impf-)Stofeusammensetzung zur Impfung und/oder Diagnostik bei der 
Odemkrankheit der Tiere, insbesondere Saugetiere, vor allem Schweine, 
mit einer B-Untereinheit (Stx2eB) des Shiga Toxins 2e in Fusion mit 
einem N-terminalen His-Tag, dessen GroBe etwa der Gr5Be der B- 
Untereinheit oder eines Bruchteils der B-Untereinheit entspricht. 



6. (Impf-)Stoffzusammensetziing nach Anspruch 5 mit einer GroBe des 
terminaien Tags von maximal lkDa. 

7. (Impf-)Stoffzusaiiunensetzung nach Anspruch 5 oder 6 mit einem 
aminoterminalen His-Tag. 



8. (Impf-)Stoffeusammensetzung nach einem der Anspriiche 6 bis 7 mit 
mehreren vernetzten Fusionsproteinen. 
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9. (Impf-)Stoffeusammensetzung nach einem der Anspriiche 5 bis 8 5 die ein 
zus&tzliches Antigen oder mehrere zus£tzliche Antigene urnfaBt. 

10. (Impf-)Stoffzusammensetzung nach Anspruch 9, wobei das eine oder 
mehrere zusatzliche Antigen ausgewahlt ist aus der Gruppe bestehend 
aus einem Pasteurella multocida-Bacterin mit einem zellgebundenen 
Toxoid, einem Bordetella bronchiseptica-Bacterin, einem Erysipelothrix 
rhusiopathiae-Antigen, einem oder mehreren loslich zellfreien Toxoiden 
von Pasteurella multocida Typ D und/oder Escherichia coli und/oder 
Clostridium perfringens, inaktivierten ganzen Zellen von Pasteurella 
multocida Typ A oder D, Kulturen von Actinobacillus 
pleuropneumoniae, Haemophilus parasuis, Escherichia coli, Clostridium 
perfringens, Streptokokkus suis ; Mycoplasma hyopneumoniae sowie 
Procine Reproduction and Respiratory Syndrom Virus, Influenzavirus, 
Pseudorabiesvirus und Porcine Circovirus I und II. 

11. Impfstoffzusammensetzung nach einem der Anspriiche 5 bis 10, die die 
B-Untereinheit (Stx2e) des Shiga Toxins 2e in Fusion mix einem N- 
terminalen His-Tag und wahlweise mindestens ein zusatzliches Antigen 
jeweils in einer immunogenen Menge flir die Impfung von Schweinen 
gegen die Odemkrankheit der Schweine oder gegen die Odemkrankheit 
der Schweine und andere virale und/oder bakterielle Infektionen umfafit. 

12. Impfstoffzusammensetzungen nach einem der Anspriiche 5 bis 11 in 
Zusammensetzungen und Mengen, so dafi sie bei sequentieller und/oder 
gleichzeitiger Impfung von Schweinen diese gegen die Odemkrankheit 
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der Schweine oder gegen die Odemkrankheit der Schweine und andere 
virale und/oder bakterielle Infektionea iramunisieren. 

13. (Tinpf-)Stoffeusammensetzung mit einer B-Untereinheit (Stx2eB) des 
Shiga Toxins 2e in Fusion mit einem N-terminalen His-Tag, dessen 
Qr6l3e etwa der GroBe der B-Untereinheit oder eines Bruchteils der B- 
Untereinheit entspricht, insbesondere nach einem der Anspriiche 5 bis 
12, in einer W/O/W -Emulsion, in einer 0/W-Emulsion : in einer W/O- 
Emulsion oder in einer waBrigen Suspension. 

14. (Impf-)StofEzusammensetzung nach Anspruch 13 mit inkomplettem 
Freund'schen Adjuvans (iFA). 

15. Plasmid enthaltend DNA, die ein Fusionsprotein nach einem der 
Anspriiche 1 bis 4 codiert. 

16. E.Coli-Stamm, transformien mit einem Plasmid gemaB Anspruch 15. 

17. E.coli-Stamm gemaB Anspruch 16, hinterlegt bei der DSMZ - Deutsche 
Saxnmlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH- unter der 
NummerDSM 12721. 

18. Verfahren zur rekombinanten Herstellung einer B-Untereinheit (Stx2eB) 
des Shiga Toxins 2e in Fusion mit einem N-terminalen His-Tag, bei dem 
in ein geeignetes Vektorsystem eine Untereinheit aus dem Stx2e-Operon 
kloniert wird die fur die B-Untereinheit (Six2eB) des Shiga Toxins 2e in 
Fusion mit dem N-tenninalen His-Tag codiert, das entstandene 
rekombinante Plasmid in einen E.coli-Stamm transformiert wird, das 
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entstandene Expressionssystem induziert wird und das Fusionsprotein 
exprimiert und gereinigt wird. 

19. Verfehren nach Anspruch, bei dem das terminate Tag eine Grofle von 
maxima] lkDahat. 

20. Verfahren nach Anspruch 18 oder 19, bei dem das tenninale Tag ein 
aminoterminales His-Tag ist 

21. Verfahren nach einem der Anspriiche 18 bis 20, bei dem die 
Expressionskultur einer Lysepufferbehandlung unterzogen wird. 

22. Verfahren nach einem der Anspriiche 18 bis 21, bei dem die 
Expressionskultur einer Behandlung in einer French Press oder mittels 
Ultraschall unterzogen wird. 

23. Verfahren nach einem der Anspriiche 18 bis 22, bei dem die 
Expressionskultur nach Behandlung mit der French Press oder mittels 
Ultraschall und/oder mit Lysepuffer einer afnnitatschromatografischen 
Reinigung zugefiihrt wird 

24. Verfahren nach Anspruch 23, bei dem die Reinigung mittels einer FPLC 
durchgefuhrt wird. 

25. Verfahren nach einem der Anspriiche 18 bis 24, bei dem das gereinigte 
Fusionsprotein vemetzt wird. 
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26. Verfahren bei dem durch Fusion von Milzzellen von unter Verwendung 
des rekombinanten Fusionsproteins gemaB einem der Anspruche 1 bis 4 
immunisierten Mausen mit Myelomzellen Hybridoma-Klone fur die 
Herstellung von Anti-Stx2eB-hnmunglobulinen erzeugt werden. 

27. Verfahren nach Anspruch 26, bei dem die mitteis der Hybridoma-Klone 
produzierten Antikorper zur in-process-Kontrolle fur die Produktion der 
rekombinanten Fusionsproteine verwendet werden. 

28. Verfahren nach Anspruch 26 oder 27, bei dem die von den Hybridoma- 
Klonen produzierten AntikSrper fur ein 
immunafSnitatschromatografisches Reinigungsverfahren fur das Stx2e- 
Holotoxin verwendet werden. 
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VERTRAG UE.WDIE INTERNATIONALE ZUSA 
AUF DEM GEBIET DES PATENTWES! 



PCT 

INTERN ATIONALER RECHERCHENBERICHT 

(Artikel 18 sowie Regeln 43 und 44 PCT) 



ARBEIT 



Aktenzeichen des An m elders Oder Anwatts 

43222-22 


WEITERES siehe Mitteilung uber die Ubermittlung des internationalen 

' Recherchenberichts (Formblatt PCT/ISA/220) sowie, soweit 
VORGEHEN zutreffend, nachstehender Punkt 5 


Internationales Aktenzeichen 

PCT/EP 00/05127 


Internationales Anmeldedatum 
(T ag/Monat/Jahr) 

05/06/2000 


(Fruhestes) Prioritatsdatum (Tag/Monat/Jahr) 

04/06/1999 


Anmelder 

LOHMANN ANIMAL HEALTH GMBH & CO. KG 



Dieser irrternationale Recherchenbericht wurde von der Internationalen Recherchenbehdrde erstellt und wird dem Anmelder gemaB 
Artikel 18 ubermittelt Eine Kopie wird dem Internationalen Buro ubermittelt. 

Dieser irrternationale Recherchenbericht umfaBt insgesamt _4 Blatter. 

|"X"| Daruber hinaus liegt ihm jeweils eine Kopie der in diesem Bericht genannten Unterlagen zum Stand der Technik bei. 



1 . Grundlage des Berlchts 

a. 



2. 
3. 



Hinsichtlich der Sprache ist die Internationale Recherche auf der Grundlage der internationalen Anmeldung in der Sprache 
durchgefuhrt worden, in der sie eingereicht wurde, sofern unter diesem Punkt nichts anderes angegeben ist 

| [ Die Internationale Recherche ist auf der Grundlage einer bei der Behorde eingereichten Ubersetzung der internationalen 
Anmeldung (Regel 23.1 b)) durchgefuhrt worden. 

b. Hinsichtlich der in der internationalen Anmeldung offenbarten Nucleotld- und/oder Amlnosauresequenz ist die internationale 
Recherche auf der Grundlage des Sequenzprotokolls durchgefuhrt worden, das 
|~| in der internationalen Anmeldung in Schriflicher Form enthalten ist 

zusammen mit der internationalen Anmeldung in computeriesbarer Form eingereicht worden ist. 
bei der Behorde nachtraglich in schriftlicher Form eingereicht worden ist. 
bei der Behorde nachtraglich in computeriesbarer Form eingereicht worden ist. 

Die Erklarung, daB das nachtraglich eingereichte schriftliche Sequenzprotokoll nicht uber den Offenbarungsgehalt der 
internationalen Anmeldung im Anmeldezeitpunkt hinausgeht, wurde vorgelegt. 

Die Erklarung, daB die in computeriesbarer Form erfaBten Informationen dem schriftlichen Sequenzprotokoll entsprechen, 
wurde vorgelegt. 

Bestlmmte Anspruche haben slch als nlcht recherchlerbar erwlesen (siehe Feld I). 
Mangelnde Elnheffllchkelt der Erfindung (siehe Feld II). 



□ 
□ 
□ 
□ 

□ 

□ 
□ 



4. Hinsichtlich der Bezeichnung der Erfindung 

|X| wird der vom Anmelder eingereichte Wortlaut genehmigt 
[~] wurde der Wortlaut von der Behorde wie folgt festgesetzt: 



Hinsichtlich der Zusammenfassung 

fY] wird der vom Anmelder eingereichte Wortlaut genehmigt. 

wurde der Wortlaut nach Regel 38.2b) in der in Feld III angegebenen Fassung von der Behorde festgesetzt. Der 
[ j Anmelder kann der Behorde innerhalb eines Monats nach dem Datum der Absendung dieses internationalen 

Recherchenberichts eine Stellungnahme vorlegen. 

Folgende Abbildung der Zelchnungen ist mit der Zusammenfassung zu veroffentiichen: Abb. Nr. 



| | wie vom Anmelder vorgeschlagen [X] keine der Abb. 

| | weil der Anmelder selbst keine Abbildung vorgeschlagen hat 
| | weil diese Abbildung die Erfindung besser kennzeichnet 
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A. KLASSIRZIERUNG DES ANMELDUNGSGEGENSTANDES 

IPK 7 C12N15/62 C07K14/245 A61K38/16 C07K16/12 



Nach der International en PatentWassifikation (IPK) Oder nach der nationalen Klassifikation und der IPK 



B. RECHERCHIERTE GEBIETE 



Recherchierter Mindestprufstoff (KJassifikationssystem und Klasslfikationssymbole ) 

IPK 7 C07K C12N A61K 



Recherchierte aber nicht zum Mindestprufstoff gehorende Veroffentiichungen, soweit diese unter die recherchierten Gebiete fallen 



Wahrend der International en Recherche konsultierte elektronische Datenbank (Name der Datenbank und evtl. verwendete Suchbegriffe) 

EPO-Internal 



C. ALS WESENTUCH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kategorie 0 Bezeichnung der Veroffentlichung, soweit erforderlich unter Angabe der in Betracht kommenden Teile 



Betr. Anspruch Nr. 



WO 98 11229 A (HENRY M JACKSON FOUNDATION 
FOR) 19. Marz 1998 (1998-03-19) 
das ganze Dokument 

WO 96 30043 A (OPHIDIAN PHARMACEUTICALS) 

3. Oktober 1996 (1996-10-03) 

Seite 13, Zeile 13 - Zeile 31; Abbildung 

10 

Seite 25, Zeile 4 - Zeile 17; Beispiele 
6A.6B 

Seite 18, Zeile 4 - Zeile 6 

_/__ 
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Weitere Veroffentiichungen sind der Fortsetzung von Feld C zu 
entnehmen 



Siehe Anhang Patentfamilie 



• Besondere Kategorien von angegebenen Veroffentiichungen T 

"A" Veroffentlichung, die den allgemeinen Stand derTechnik definiert, 
aber nicht als besonders bedeutsam anzusehen ist 

"E" al teres Dokument. das jedoch erst am oder nach dem intemationalen 

Anmeidedatum veroffentlicht word en ist »X 

*L" Veroffentlichung, die geeignet ist, einen Prioritatsanspruch zweifelhaft er- 
scheinen zu I ass en, oder durch die das Veroffentlichungsdatum einer 
anderen im Recherchenbericht genannten Veroffentlichung belegt werden -y 
soil oder die a us einem anderen besonderen Grund angegeben ist (wie 
ausgefuhrt) 

"O" Veroffentlichung, die sich auf eine mundliche Offenbarung, 

eine Benutzung, eine Ausstellung oder andere MaRnahmen bezieht 

"P" Veroffentlichung, die vor dem intemationalen Anmeidedatum, aber nach B&1 
dem beanspruchten Prioritatsdatum veroffentlicht worden ist 



Spatere Veroffentlichung, die nach dem intemationalen Anmeidedatum 
oder dem Prioritatsdatum veroffentlicht worden ist und mit der 
Anmeldung nicht kollidiert, sondem nur zum Verstandnis des der 
Erfindung zugrundeliegenden Prinzips oder der ihr zugrundeliegenden 
Theorie angegeben ist 

Veroffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann allein auf grund dieser Veroffentlichung nicht als neu oder auf 
erfinderischer Tatigkeit beruhend betrachtet werden 

Veroffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann nicht als auf erfinderischer Tatigkeit beruhend betrachtet 
werden, wenn die Veroffentlichung mit einer oder mehreren anderen 
Veroffentiichungen dieser Kategorie in Verbindung gebracht wird und 
diese Verbindung fur einen Fachmann naheliegend ist 

Veroffentlichung, die Mitglied derselben Patentfamilie ist 
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15/09/2000 



Name und Postanschrift der Intemationalen Recherchenbehorde 
Europaisches Patentamt. P.B. 5818 Patentlaan 2 
NL - 2280 HV Rijswijk 
Tel. (+31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl. 
Fax: (+01-70)340-^3016 



Bevollmachtigter Bediensteter 



Smalt, R 



FormWatt PCT/ISA^IO (Blatt 2) (Jufi 1992) 



Seite 1 von 3 



INTERNATiONALER RECHERCHENBERICHT 



Intern^tonal 



les Aktenzelchen 

00/05127 



C(FbrtsetEung) ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kategorie* Bezetchnung der Veroffentlichung, soweit erforderiich unter Angabe der in Betracht kommenden Teile 
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VON WIELER, L.H. ET AL.: J'Untersuchungen 
zur Immunantwort bei der Odemkrankheit von 
Absetzferkeln mit einer rekombinanten 
B-Untereinheit des Shiga-1 ike-Toxins-IIe. " 
DEUTSCHE TIERARTZLICHE WOCHENZEITSCHRIFT, 
Bd. 102, Januar 1995 (1995-01), Seiten 
40-43, XP002120988 
Zusammenfassung 

Seite 42, mittlere Spalte, Zeile 7 - Zeile 
13 

W0 97 31117 A (UNIVERSITEIT MAASTRICHT 
;BRUGGEMAN CATHARINA ANNA (BE); VINK 
CORNE) 28. August 1997 (1997-08-28) 
Seite 7, Zeile 9 - Zeile 15; Anspruch 2 

WO 96 12802 A (KINK JOHN A ;FIRCA JOSEPH R 
(US); PADHYE NISHA V (US); THALLEY BRU) 
2. Mai 1996 (1996-05-02) 
das ganze Dokument 

FR 2 766 193 A (INST CURIE) 
22. Januar 1999 (1999-01-22) 

DE 42 19 696 A (BI0TECHN0L0G F0RSCHUNG 
GMBH) 19. August 1993 (1993-08-19) 

ACHES0N D W K ET AL: "EXPRESSION AND 
PURIFICATION OF SHIGA-LIKE TOXIN II B 
SUBUNITS" 

INFECTION AND IMMUNITY, 
Bd. 63, Nr. 1, 

1. Januar 1995 (1995-01-01), Seiten 
301-308, XP000198707 
ISSN: 0019-9567 

FRANKE, S. ET AL.: "Construction of 

recombinant Shiga-1 ike toxin-IIv (SLT-IIv) 

and its use in monitoring the SLT-IIv 

antibody status of pigs." 

VETERINARY MICROBIOLOGY, 

Bd. 43, 1995, Seiten 41-52, XP002120989 

in der Anmeldung erwahnt 
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PCT 



ANTRAG 



Der Uruerzeichnete beantragt, dal3 die vorliegende 
Internationale Anmeldung nach dem Vertrag iiber die 
internationale Zusammenarbeit auf dem Gebiet des 
Paten twesens behandek wird. 



Vom An 



Internationales Akrenzeicher. 



Internationales Anmeldedararn 



Name des Anmeideamts ur.c "?CT in:em 



Akrenzeichen des Anmeiders oder Anwsits 
(max. 12 Zdichenj 43 ? 2 ? - 2 2 



Feid Nr. I BEZEICHNUNC DER ERFEVDUNG 

Rekombinantes Fusionsprotein , dieses enthaltende (Impf-)Stof f z 
setzuna und Verfahren zu dessen Herstellunc 


usafTiman- 


Feid Nr. II ANMELDER 


Name und Anschrin: iFtimilienname. 'forname: hei junstiscken Personen voUsiandfye amrfiche Sezeichnung. 
8ei der Anschrifi iir.d iU Posrfei:zahi una der Sams des Status anrugeben. Der in diesem Feid in der 
Ansckrij't an fegeber.e Staat ist der Staat des Si-zes oder Wohnsuzes des Anmelders. so/em nachscehend kem 
Staat des Siizes oder Wohnsitzes anvegeben isu 


! 

| | j Diese ?; 

r 


rscr. :s: 


LOHMANN ANIMAL HEALTH GmbH & Co. KG 
Hsinz-Lohmann-Str . 4 




Toicfor.r.r.: 

04721/7^ 


7-0 


0-27472 Cuxhaven/QE 




Tiicraxr.r.: 

04721/74 












Staatsansehdrisksi: (Staat): 

" " DE 


Sitz oder Wchnsicz (Scaac): 

0E 


Oicso Person iai Aiimutx. r— | a{ie 3 estlrn . ^ 3es»mmungsstzac=n mit Ausnanme | ] nur die Verr.nigten 
fur folgcnde Staaten: 1 I mun«staa:en X der Vereinigten Staaccn von Amenka I | Staaren v C n Amenka 


j j die im Zusacreid 


Feid Nr. CCT WEITERE ANMELDER UND/ODER (WEITERE) ERFINDER 


Name und An sen ntt (Famuienname, Vorname: hei juristischen Personen vollstdndi^e umdichs Sezeichnang, 
Bei der Anschrift sinddie Postieitzahl und der Same des Siaax anzugeben. Oer in diesem Feid in der 
Anschrift an%e%eoene Stoat ist der Staat des Sitzes oder IVohnsitzes des Anmelders, so/em nachstehend kein 
Staat des Sitzes oder Wohnsitzes an^aben is:.) 

SALJER, Georg, Prof. Dr. med vet. 
■ Ludwig-Rinn-Strasse 15 
0-35452 Heuchelheim/DE 


Diese Person is:: 
| | nur .Ar.melce: 

| x 1 Anmeicer 'ir.d Ertinder 

j 1 r.ur S "finder Wird dieses Kastchen 

\ I jngz'xmz:, so sind die vjchstehendsn 

An$aber. r.ich: tan'g.j 


ScaareangehdrigkiiE (Staat): 

DE 


Sicz oder Wohnsicz i Staat;: 

1 m 




Dicsc Person tsi Anmcidcr j j 3 j| e 3 cst j m . j i ^ 3esummungsstaaten mit Ausnahme | ] nur die V c rs:nigt=n 

hlr folgcnde Staatcn: 1 ! mungss:aaren ! 1 der V'ereinigxen Staaten von Amenka | XJ Staacen von Amenka 




~X| Weitcre Anmeider und/oder (weitere) Ernnder sind auf einem Fortsetzungsblatt angegeben. 


Feid Nr. IV AiNWALT ODER GEMEINSAMER VERTRETER; ODER ZUSTELLANSCHRIFT 


Die folgende Person 'Mrd htermit besteili'is: bestellt worden, um air den (die) Anmeider rr-~ A nwa i c 
vor den zustandigen intemationaien Behorden in folgender Eigenschait zu handeln als: 1 A , ' 


. j gemeinsamer 

1 1 V^rrrerer 


Name und Anschnft: (Fumilienname. Vorname: hei jursiischen Personen vol!stdndi$e jmttiche 
Bezeichnun^. 3ei der Aitschrift sind din Postieitzahl und der Same des Stoats 
unzugebenj 


Tclcfonnr.: 

040/35 6 


7 55 


SIEMONS, Norbert, Dr. 
Neuer Wall 41 
0-20354 Hamburg/DE 




Telefax nr.: 

040/36 ^ 


0 39 




Fernschreibnr.: 




j 1 Zustellanschrift: Dieses Kiisichen ist anzukreuzen. .venn kein .Anvr-ait oder gemeinsamer Verrrerer besreilt :st und itart dessen im 

1 1 ofaigen Feid cine spezieile Zusieilanschnrt angegeben ist. 



Formblact PCT/RO/101 (Blact I) (Juli 1993; Nachdmck: Januar 2000) 



Sierte Anmerkungen ru diesam Ancra%sjormuiar 



Blatt Nr. 



Fortsetzun" von Feld Nr. CD WEITERE ANM ELDER UNO/ODER (WE ITER £) ERFCVDER 



Wird keines der folgenden F elder benutzr, so sollte dieses Blaa dent Antrag nicht beigejugt warden. 


Name und AnschrirV. (FamiKauuunt. 'fomame: bti pjrisdsch&t Personen vollstandi^e amtliche Sezeichnung. 
8ei der Anschr.fi sind die Postleitzahl und der Same des Staats anzugeben. Der in diesem raid in der 
Anschrift anve^ebene Staat ist der Staat des 5/.tjj oder Wohnsitzes des Anmeiders. so/em nachsiehend kein 
Steal das Sitzes oder Wohnsitzes ^egeben isu 

FRANKE, Sylvia, Dr. msd. vat. 
Elly-Heuss-Knapp-Weg 13 
0-35396 GieBen/DE 


Diese Person is:: 
| j nur Armei-er 

fx| Anmeider und Erdnder 

1 j nur Errlnder Wird dieses Kitchen 

1 i angekreuz:. sd r.r.d die nachstehenden 

An%aber. m .:ch: vdr.% i 


Staatsangehdrigkeit (Staat): 

0E 


Sitz oder Wohnsitz (Staat): 

OE 


Dicsc Person ist Anmcidcr r~ — j ills 3es:im- i ] -He 3estimmungsstaaten mi: Ausnahme ["3"] nur die Vcrr:nigtcr. | "j vise im Zusa^:*r!d 
rur folgende Staaten: I | munysstaaten | | der Veremigten Staaten von Amertka I a | Staaten von Amerika 1 angegebener. Staaten 


Name and Anschnit: (Fumiiienname. 'Surname: bei jurstischen Personen voilstundi%e amtliche dfzsichnun*. 
3ei der Anschrift sind die Postleitzahl una der Sair.e Jes Steals anzu^eben. Der in diesem Feid in der 
Anschrift an«e«eber.e Stoat ist der Stoat Jes Sitzes jder Wohnsitzes des Anmelders. so fern nachsiehend kein 
Staat des Sitzes oder Wohnsitzes an%e%eben isu 


Diese Person is:: 
j 1 nur .An me ice: 

f 1 Anmelde: ur.i E:rincer 

j j nur E:?.r.ce: ' ! 'ird dieses Kdstchen 

I ! .ir.%ekrei:z:. -j JU nachster.er.den 

Ar.vaben tier. m .J::'£ / 


Staatsangehdrigkeit (Staat): 


Sitz oder Wohnsitz (Staat): 


Dicsc Person isi Anmcidcr j j a || e 3 es:irn - i j il|e Besrimmungsstaaten mit Ausnahme j | nur die V-reinigrsn j j die im Zusatzre'd 

fur rblgcndc Staaten: 1 I mungsstaaten | | der Vereinigten Staaten von Amerika j | Staaten von Amenka | J ingegebenen Staaten 


Name und Anschritt: (Fumilienname. Vomame: bei iurisiischen Personen voilstdndi%e amtliche 3 ezeichnun%. 
Bei der Anschrift sind die Postleitzahl and der Same des Staats anzu%eben. Der in diesem Feid in der 
Anschrift unve<>ebene Staat ist der Staat des Sit:es oder Wohnsitzes des Anmelders. sofem nachsiehend kein 
Staat des Sizes oder Wohnsitzes angejeben ist.; 


Diese Person is:: 
j j nur .Anmelde: 

[ | Anmelde: 'ir.d Errinder 

1 1 nur Errinder Wird dieses Kdsicken 

\ I an%ekreuz:. so una die nachstehenden 

An%aben nich: ~.Qii%.) 


Siaatsangehorigkeit (Staat): 


Sitz oder Wohnsitz (Staat): 


Dicsc Person ist Anmcidcr | | ^\lc Bestim- j 1 alle 3estimmungsstaaten mit Ausnahme p— | nur die Vereinigten 1 I die im Zusatzfeld 

fur folgende Staaten: j [ mungsstaaten 1 1 der Vereinigten Staaten von Amerika | | Staaten von Amertka i I angegecenen Staaten 


Name und Anschrift: (Familienname. Vomame: bei junsiischen Personen vollstandige amtliche 3 ezeichnung. 
3ei der Anschrift sind die Postleitzahl und der Name des Staats anzageben. Der in diesem reid in Jer 
Inschrift an%egebene Staat ist der Staat des Sitzcs oder Wohnsitzes des Anmelders. sofem nacnstenena <ein 
Staat des Sitzes oder Wohnsitzes an%e'>eben ist.) 


Diese Person is:: 
| | nur Anmeider 

[ | .Anmeider und Errinder 

1 1 nur Errinder (Wird dieses Kdstchen 

1 ! an%ekreuzi. :o sind die nachstehenden 

An*aben nic'r.i noti%.) 


Staatsangehdrigkeit (Staat): 


Sitz oder Wohnsitz (Staat): 


Oicsc Person ist Anmcidcr r | a || e Besnm- j j al!e 3esrimmungsstaaten mit Ausnahmc I 1 nur die Veremigtcn I j die im Zusatzfeld 

Sir folgende Staaicn: 1 1 mungsstaatcn I j der V-remigtcn Sraaren von Amerika \ J Staaten von Amerika 1 j ingegebenen staaten 


j j Weitcrc Anmeider und/oder (weitere) Errlnder sind auf einem zusatziichen Fortsetzungsblart angegeoen. 



Formblatl PCT/RO/101 (Fortsetzungsblatt) (Juli i998; Nachdnick Januar 2000) Siehe Anmerkungen ru diesem Antragsformuiur 



Blatt Nr. 



Feld Nr. V BESTIMMUNG V*ONJ^\TEN 



werden hiermit vorgenommen (bitte die zntspnchenden Kdstcien cr.krrjzzn: wiigstets *w Xjstzten muS 



Die tolscnden Besummungen aath Rtgcl -1.9 J 
angekreuzt werden): 
Regionales Patent 

□ AP ARIPO-Paceni: GH Ghana. GM Gambia. KE Kenia, LS Lesotho. MW Malawi. SD Sudan. SL Sierra Leone, 

SZ Swaziland TZ Vereiniete Repubiik Tansania, UG Uganda, ZW Simbabwe und jeder waters Scaau der Verragsstaat des 
Karare-Protokolls und des PCT 1st ' 

□ EA Eurasisches Patent: AM Armenien, AZ Aserbaidschan, BY Belarus, KG Kirgisisran. KZ Kasachstan. MO Repubiik 
^ Moldau. RU Russische Foderation.TJ Tadschikistan.TM Turkmenistan undjeder weicere Staat, der Verrragsstaatces Eurasischen 

Paten rubereinkemmens und des PCT ist 
(2 EP Europaisches Patent: AT Osterreich. BE Belgien, CH und LI Schweiz und Liechtenstein. CY Zypern. 

DE Deutschland. DK Danemark. ES Soanien. FI Finnland. FR Frankreich. GB Vereinistss Kcnigrsich. GR Criecheniand. 
FE Irlar.d. IT Iraiien. LU Luxemburg. MC Monaco, NL Niederlande. PT Portugal. SE ~5ch'.vecert undjeder weitere Siaat. 
der Vertragsstaat des Europaischen Patentubereinkommens und des PCT ist 

□ OA OAPl-Patent: BF Burkina Faso. BJ Benin. CF Zentralarrikanische Reoublik. CG Konso. CI Core d* (voire. CM xamerun. 

GA Gabun. GN Guinea. GW Guinea-Bissau. ML Mali. MR Maureranien. NE Niger. SN Senegal. TO Tschad, TG logo 
und jeder '.veitere 5caat. der verragsstaat der OAPI und des PCT ist (fails ^neandereSchutzrscHtsQrt'jdir^ sonsr.-^s Y&fshrsi *i*v/ucht 

wird. bit:** aufdar ^puaktemn Linie an^sben) .' 

Nationales Patent (falls *:nz mdtrz Schutzrscktsart oder tin sonsti^tx Vzrfahrm gswu/ischt wird. bide aut'dar i^purMmn Lir.U zngthvu: 

□ AE Vereinigte Arabische Emirate Q LR Liberia 

□ AL Albanien Q LS 

□ AM Armenien □ LT 

□ AT Osterreich □ LU 

g] A U Austral i en Q 

□ AZ Aserbaidschan □ 
Q BA Bosni en -Herzegovina Q 

□ BB Barbados □ 

□ BG Bulgarien □ 

QBR Brasilien 

2] BY Belarus Q 

□ CA Kanada □ 



Lesotho 

Litauen 
Luxemburg 
LV Lettiand 

MA Marokko 

MD Repubiik Moldau 

MG Madagaskar 

MK Die ehemalige jugoslawische Repubiik 

Mazeconien 

MN Mongoiei 

MW Malawi 

MX Mexiko 



2] CN China □ NO Norwegen 

□ CR Costa Rica □ 

□ CU Kuba S3 

□ CZ Tschechische Repubiik □ PT 

□ DE Deutschland □ RO 

□ DK Diinemark EJ RU 



SD 
SE 
SG 



□ DM Dominica □ 

□ EE Estfand □ 

□ ES Spanien □ 

□ FI Finnland □ SI 

□ GB Vereinigtes EConigreich □ SK 

□ GD Grenada □ SL 

□ GE Georgien □ TJ- 

□ GH Ghana □ 

□ GM Gambia 

□ HR Kroatien 

(2 HU Ungam □ 



ID 
IL 



□ 
□ 

□ IN 

□ IS 
JP 
KE 



□ 
□ 
□ 



Indonesien 
Israel .... 
Indien . . - . 
Island 
Japan 



□ 

□ TT 
TZ 

□ 
El 



NZ Neuseefand 

PL Polen 

Portugal 

Rumanien 

Russische Federation 

Sudan 
Schweden 
Smgapur 

Slowenien 

Slowakei 

Sierra Leone 

Tadschikistan 

TM Turkmenistan 

TR TOrkei 

Trinidad und Tobago 

Vereinigte Repubiik Tansania 

UA Ukraine 

UG Uganda 

US Vereinigte Staacen von Amerika 



Kenia □ 



UZ Uzbekistan 
VN Vietnam . . 



KG Kirgisistan Q YU Jugosiawien 



□ KP Demokratische Volksrepublik Korea Q ZA Sudathka 

□ ZW Simbabwe 

□ KR Repubiik Korea Kistchen fur die Bestimmung von Staaten . die dem PCT nach der 

Q KZ Kasachstan VerdrTentlichung dieses Formblatts beigerreten sind: 

□ LC Saint Lucia □ 

Q LK Sri Lanka □ 

Erklamng bzgl. vorsorgUcher Bestimmungen: Zusatziich zu den oben gen an n ten Bestimmungen nimmt der Anmelder nach Regel 4.9 
Absatz b auch alle anderen nach dem PCT zuTassigen Bestimmungen vor mit Ausnahme der im Zusatzfeld genannten Bestimmungen, die 
von dieser Erklarung ausgenommen sind. Der .Anmelder erkiart, dafl diese zusatzUchen Bestimmungen unter dem Vorbehalt einer 
Bestatigung stehen und jede zusatziiche Bestimmung, die vor Ablaut von 15 Monaten ab dem Prioritatsdarum nicht bestatigt wurde, nach 
Ablaut" dieser Frist ais vom Anmelder zuruckgenommen gilt. (Die Bestarigung (einschliefllich der Oebuhren/ mujJ aeim Anmetdeumt 
innerhalb der Frist von 15 Monaten eingehen.) * 



Formblatt PCT/RO/IOI (Blart 2) (Januar 2000) 



Siehe Anmerkungen zv diesem Anvragsfor-nuiur 



BlanNr . 

Z usj.vn-.-l d W i / t^es .7:.; a .r' Id r.^^ ^^iutz:. so sollte dieses Blatt dem Ancrag nicht beisj^^^iver dert , 



J. Wenn derPlatz in einem Feld nicht fur alle Angaben ausreicht: In diesem Fall schreiben Sie " Fonsetzung '-or. Feld Sr. ... p/ummer 
des Feldes angebenj und machen die Angaben entsprechend der in dem Feld. in dem der Platz nicht ausreicht, vorgiscjtr.ec enen An und 
rVeise. insbesondere: 

In diesem 
benen 

ngaben. Der in diesem Feld in der Anschrift angegebene Staat ist der Scaa: i v Kir-P nri»r Wnhr*< .' ~ Anmeizers. so) em 
nachstehend kein Stcat des Sitzes oder Wohnsitzes angegeben ist. 

(ii) Wenn in Feld Sr. // oder III die Angc.be f die im Zusarzfeld angegebenen Staaten " angekreuz: ist: In diesem F-:J scr.reiber. Me 
" Fortsetzitng von Feld Mr. U ". " Fortsezun* von Feld Sr. ///'* drw. " Fortsetzung von Feld Sr. II und Sr. til" und geben der. Semen 
des Anmeiders oder die Namen der Anmelder an und neben jedem Samen den Staat oder die Staaten fund/oder ggf' ARIPO-, 
eurasisches. europdisches oder OAPl-Pstent), Jiir die die bezeichnete Person Anmelder is:. 

(Hi) Wenn der in Feid Sr. II oder III genennte Erfinder oder Erfi/tder/A/im elder nicht fur alle Bestimmungsszaaten oder jur die 
Vereinigten Staaten von Amerika als Erfinder benannt ist: In diesem Fall schreiben Sie " Forzserr-ng von Feld [Sr. II". 
" Fortsetzung von Feld Sr. Ill" b~v. " For'setzung von Feld Sr. I! und Sr. Ill" und geben den Semen des Erf.r.ders oder die Semen 
der Erfinder an und neben jedem Samen den Staat oder die Staaten (und/oder ggf. ARIPO-. eurasisches. europdisches oder 0.4 /V- 
Patent), fur die die bezeichnete Person Erfinder ist. 

(iv) Wenn zusdrziich zu dem Anwalt oder den Anwdlten. die in Feld Sr. IV angegeben sind. weitere Amvdlte :es:eil: sir.d:^ In diesem^ 
Fall schreiben Sie "Fortsetzung von Feld Sr. IV" und machen fur jeden weiteren Anwalt die entsprecher.der.. in Fela Sr. IV 
vorgeschriebenen Angaben. 




(vi) Wenn in Feld Sr. VJ die Prioritdt von mehr als drei fruheren Anmeldunge.n beansprucht wird: In diesem Fail schreiben Sie 
" Fortsetzung von r eid Sr. VI" una machen fur Jede weitere friih ere Anmeldung die entsprechenden. in Feid Sr. VI vorgeschrieo er.en 
Angaben. 

fviij Wenn in Feid Sr. VI die friihere Anmeldung eine ARIPO Anmeldung is:: In diesem Fail schreiben Sie ' Fonsetzung von Feld 
Sr. VI" und geben. unter Angabe der Summer der Zeile. in der die die friihere Anmeldung betrerjenden Ar.giben gemachc sind. 
mindestens einen Mitgiiedstaat der Pariser Verbandsiibereinkunft zum Schutz des g&verbiichen E igen turns oder jin Mitglied der 
Weithandelsorganisation (WTO) (das nichz Mitgiiedstaat der Verbandsiibereinkunft ist) an. und fur a en/das die fruhere Anmeldung 
erfolgte. 

2. Wenn. im Hinblick auf die Erkldrung bzgl. vorsorglicher Bestimmungen in Feld Sr. V t der Anmelder Staaten von dieser Erkldrung 
ausnehmen mochte: In diesem Fall schreiben Sie" "Bestimmung(en). die von der Erkldrung bzgl. vorsorglicher Bestimmungen 
ausgenommen ist(sind) " und geben den Samen oder den Zweibucnstaben-Code jedes so ausgeschlossenen Staates an. 

3. Wenn der Anmelder fur irgendein Bestimmungsamt die Vorteile nationaler Vorsc'nriften betreffend unschddliche Offenbarung oder 
Ausnahmcn von der Seuheitsschddlichkeit in Anspntch nimmt: In diesem Fall schreiben Sie "Erkldrung betrzffend unscndaliche 
Offenbarung oder Ausnahmen von der Seuheitsschddlichkeit" und geben im folgenden die entsprechende Erkldrung ab. 

Fortsetzung von Feld Nr. IV 



HAUCK , Hans 
GRAALFS , Edo 
WEHNERT, Werner 
DORING, Wolfgang 
SIEMONS, Norbert 
Postfach 30 24 30 

D-20308 Hamburg/OE 



Formbian PCT/RO/I01 (Zusarzbiatt) fJanuar 2000) 



Siehe Anmerkungen ra diesem Antragsformular 



Feld Nr. VI PRIORITATSANSPR 



Anmeldedacum 
dcr fruhercn Anmeldung 
(Tag/Monat/Jahr) 



Blatt Nr. . . 5. . . 

□ 



Weitcre Prioritatsanj 



£chen 

dcr fruheren An mc I dung 



sind im Zusatzxeld angcgcben. 



1st die fruhcr^Wimddung tine: 



nationale Anmeldung: 
Sraat 



regionale Anmeldung:* jir.^rnacionale .Anmeldung: 
regionales Amt | Anmcideamt 



Zeile (I) 

4. Jum 1999 
04/06/1999 



99 110 759.0 



EPA 
Munchen 



Zeile (2) 



Zeile (3) 



1 y | Oas Anmcideamt wird ersucht. cine beglaubigtc Abschrift der oben in dcr (den) Zctle(n) 

— ' * J bczcichnc.cn fruhcrcn Anmcldung(cn) zu crstcllcn und dem internationaien Buro zu ubcrmittcln (nur falls die fruhere Anmeldungien) bei 

dem Amt eingereicht worden isUsind), das fiir die Zwecke dieser internationaien Anmeldung Anmeldeaml ist) 
• Falls essich bei der fruheren Anmeldung urn eine ARIPO-Anmeldung handelt. so mut! in dem Zusatzfeld mindestens ein Smz: zngegeben werden. der 
Mitgliedstaat dcr pjriser Verbandsubereinkunft rum Schuc des gewerblichen Eigentums ist und jur den die fruhere Anmeldung ^.n^ereichi -*urde. 



Feld Nr. VII INTERNATIONALE RECHERCHENBEHORDE 



Wahl dcr internationaien Recherchenbehorde (ISA) 

(falls nw« odcr mehr a Is zwei Internationale Recherchen- 
behorde n Jur die Ausjuhnxng der internationaien Recherche 
zustandix sind. geben Sie die von Ihncn %ewdhlte 3ehdrdean: 
der Zweibuchsiabcn-Codc kann benuiz: ^errfenj: 

ISA/ 



Antrag auf Nutzung der Ergebnisse einer friiheren Recherche: 3ezugnahme auf diese 
fruhere Recherche (falls ein e fruhere Recherche bei der intema:ionci<>n Recherchenbenorde 
beantragt oder von ihr durchgejuhrt warden ist): 



DaCUm (Tag/Monat/Jahr) 



Aktenzeichen 



Suiat ioder regionales Amt) 



Feld Nr. VIII KONTROLLISTE; EINREICHUNGSSPRACHE 



Diese inrernationale .Anmeldung er.thalt 
die tblgende Anzahl von B latter n: 

Anrrag 5 

Beschreibung (ohne 
Sequenzprotokollteil) 17 

Anspriiche 5 

Zusammentassung : 1 

Zeichnungen : 

Sequenzprotokollteil 

der Beschreibung : 



Blattzahl insgesamt 
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Dieser internationaien Anmeldung liegen die nachstehend angekxeuz:;n L'nterlagen bei: 

1 . jg] Blatt fur die Gebuhrenberechnung 

2. □ Gesonderte unterzetchnete Vollmacht 

3. gj SCopie der allgemeinen VoUmachc; Aktenzeichen (Jails vorhar.cer.): 36266 

4. Q Begnindung fur das Fehien einer Unterschrift 

5. Q Prioritatsbeleg(e), in Feld Nr. VI durch 

folgende Zeilennummer gekennzeichnet: 

6. Q Obersetzung der internationaien Anmeldung in die tblgende $ cradle: 

23 ^fJTy^fift't 1 -^^ ^ hmterle * ten lVIiJcroor S amsmen oder andersrr. bioiogischen Material 
S. Q Protokoll der Nucieotid- und/oder Aminosauresequenzen in comcuterlesbarer Form 



Abbildung der Zeichnungen, die 
mit dcr Zusammcniassung 
wrriFFcntlicht werden soli (Nr.): 


Sprache, in der die 

in cemarionale Anmeidun g DeutSCn 
dnflrereicht wird: 


Feld Nr. IX UNTERSCHRIFT DES ANMELDERS ODER DES AN WALTS 
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aus dem Antrag argibt, in welcher Eigenschaft die Person unterzeichnet. 
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internationaien Anmeldung: 



. Vom Anmeldeamt auszufullen 



3. Geandertes Eingangsdatum aufgrund nachtraelich, jedoch 
fristgerecht eingegangener (Jnterlagen oder Zeichnungen 
zur Vervollstandigung dieser internationaien Anmeldung: 



4 Datum des fnstgerechten Eingangs der angeforderten 
Richtigsteilungen nach Artikei 1 1(2) PCT: 



5. Internationale Recherchenbehorde 
(fails zwei oder mehr zustdndig sind): 



Zcichnungcn 
einge- 
gangen: 



| 1 *inge- 



□ nicht ein- 
gegangen: 



ISA/ 



6. 1 I Obermittlung des Recherchenexempjars bis zur 
I 1 Zahlung der Recherchengebuhr aufgeschoben 



Datum des Eingangs des Aktenexemplars 
beim Internationaien Bxiro: 



• Vom Internationaien Buro auszufullen 
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Dieses Blatt ist nidgfcil und zahlt nicht als Blatt der intemationale^^^zeldung. 
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BLATT FUR DEE GEBUHRENBERECHNIJNG 
Anhang zum Antrag 



Aktenzeichen des Anmelders 
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Internationales Aktenzeichen 
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Anmeider 

LOHMANN ANIMAL HEALTH GmbH & Co. KG, u.a. 
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2. RECHERCHENGEBGHR 

Die Internationale Recherche ist durchzuruhren von 



| EUR 
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T 


EUR 


945,00 


S 
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INTERNATIONALE GEBUHR 
Grundgebuhr 

Die internationaie Anmeldung enthak 28 



umfaflt die ersten 30 Blatter 



Blatter. 
I EUR 



409 ,00 



bl 



Zusatzbtartgebuhr 



Anzahl der Blatter 
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Addieren Sie die in Feid bl und b2 eingetragenen 
Berrage, und tragen Sie die Summe in Feid B ein 



b2 
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Bestimmungsgebuhren 

Die internationaie Anmeldung enthalt 



9 Bestimmungen. 



* EUB aa no 



- I EUR 704,00 



Anzahl der zu zahlenden Bestimmungs gebuhr 

Bestimmungsgebuhren (maximal 3) 

Addieren Sie die in Feid B und D eingetragenen I EUR 1 . 113 , 00 

Berrage, und tragen Sie die Summe in Feid 1 ein ' ■ 

(Anmeider aus aniget Staaten naben Anspruch auf eine crmdSi^jng der internadonalen Gebuhr urn 75%. 
Hat der Anmeider (oder hoben die Anmeider) men Men Anspruch, jo betrdp der in Fdd ( vjcitm%ende 
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und tragen Sie die Summe in das necenstehende Feid tin . . . 



EUR 2.160,00 



tNSGESAMT 
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Rekombinantes Fusionsprotein dieses enthaltende flmpfOStoffzusammen- 
setzung und Verfahren zu dessen Hersteliung 

Die Erfindung bezieht sich auf ein rekombinantes Fusionsprotein, auf eine 
(Impf-)Stoffzusammensetzung mit dem rekombinanten Fusionsprotein und 
auf ein Verfahren zur Hersteliung des rekombinanten Fusionsproteins. 

Die Odemkrankheit der Schweine wird durch Shiga-Toxin bildende 
Escherichia Coli (STEC) hervorgerufen. Hauptvirulenzfaktor dieser Erreger 
und ausschlieBlich verantwortlich fur die klinischen Symptome ist das Shiga 
Toxin 2e (Stx2e) (MacLeod et al. 1991) Da die Erkrankung in vielen Fallen 
einen perakuten Verlauf zeigt und Therapieversuche meist zu spat begonnen 
werden bzw. nicht den gewtinschten Erfolg zeigen, ware die Entwicklung 
einer wirksamen Prophylaxe wiinschenswert. Die Gewinnung und 
Aufreinigung des Stx2e ist problematisch. 

Die B-Untereinheit des Stx2e kommt aus verschiedenen Grunden als 
Vakzinekandidat in Frage. Sie wird von Seren rekonvaleszenter Ferkel 
erkannt. d.h. sie besitzt antigene Determinanten. Des weiteren induziert die 
B-Untereinheit des Toxins nach parenteraler Applikation die Bildung toxin- 
neutralisierender Antikorper (Acheson et al. 1996; Boyd et al. 1991). Mit 
Hilfe gentechnischer Methoden ist es gelungen. ein rekombinantes 
Fusionsprotein herzustellen, das aus einem Fragment der Stx2eB- 
Untereinheit und der Glutathion-S-Transferase von Shistosoma Japonicum 
besteht (Franke et al. 1995). Bei der Odemkrankheit der Absetzferkel wurde 
bereits sowohl die Erregerausscheidung als auch die immunologische 
Reaktion auf die STEC-Infektion liber einen langeren Zeitraum untersucht. 
Das zum Nachweis von Stx2e-Antik6rpern eingesetzte rekombinante 



Fusionsprotein aus einem Fragment der Stx2eB-Untereinheit und der 
Glutathion-S-Transferase eignete sich sehr gut zum indirekten Nachweis der 
STEC-Infektion und wurde bislang als potentielles Impfantigen zur 
Prophylaxe der Odemkrankheit angesehen (Wieler L. H. ? Franke Sylvia, 
Rose M. und Karch H. Charakterisierung der Immunantwort bei der 
Odemkrankheit des Schweines mit einer rekombinanten B-Untereinheit des 
Shiga-like-Toxins-II e . Vortrag gehalten auf dem 21. DVG Kongress in Bad 
Nauheim (Marz 1995)). 

Davon ausgehend liegt der Erfindung die Aufgabe zugrunde, ein 
insbesondere fur Impfzwecke geeignetes rekombinantes Fusionsprotein, ein 
dieses codierendes Plasmid, eine das Fusionsprotein enthaltende (Impf- 
)Stoffzusammensetzung fur verschiedene Verwendungen im Zusammenhang 
mit der Odemkrankheit, insbesondere der Schweine, und ein Verfahren zur 
Herstellung des rekombinanten Fusionsproteins zur Verfugung zu stellen. 

Die Aufgabe wird durch ein rekombinantes Fusionsprotein mit den 
Merkmalen des Anspruchs 1. eine (Impf-)Stoffzusammensetzung mit den 
Merkmalen des Anspruchs 5. einen E.coli-Stamm gemaB Plasmid gemaB 
Anspruch 18 und durch ein Verfahren mit den Merkmalen des Anspruchs 20 
gelost. Ausgestaltungen der Erfindung sind in den Unteranspriichen 
angegeben. 

ErfindungsgemaB werden ein rekombinantes Fusionsprotein und eine dieses 
enthaltende (Impf-)Stoffzusammensetzung zur Verfugung gestellt, die im 
Zusammenhang mit der Odemkrankheit, insbesondere der Schweine, 
verschiedenen Verwendungen zugefuhrt werden konnen. So kommen 
insbesondere als Verwendungen in Betracht: 



- der Nachweis von Antikorpern gegen Stx2e. 
die Diagnose der Odemkrankheit, 

die Erzeugung monoklonaler Antikorper gegen das Toxin des 
Odemkrankheitserregers, insbesondere als Basis fur die Kontrolle der 
Ausbeute bei der Gewinnung des rekombinanten Fusionsproteins oder 
als Basis fur die Gewinnung des Holotoxins durch 
immunaffinitatschromatografische Reinigung, 

die Immunisierung gegen die Odemkrankheit. insbesondere der 
Schweine. 

Das rekombinante Fusionsprotein ist ein subgenisches Stx2e-Fragment des 
Shiga-Toxins 2e in Fusion mit einem terminalen Tag, dessen GroBe etwa der 
GroBe des Fragments oder eines Bruchteils des Fragments entspricht. Der 
terminale Tag ist eine markierte Endgruppe in der Aminosaurenfolge des 
Proteins. Vorzugsweise ist das subgenische Stx2e-Fragment eine B- 
Untereinheit (Stx2eB) des Shiga Toxins 2e. Die GroBe des terminalen Tags 
betragt vorzugsweise maximal 5 kDa, weiterhin vorzugsweise maximal 1 
kDa. Weiterhin vorzugsweise handelt es sich dabei um einen ami- 
noterminalen His-Tag. Das His-Tag umfaBt sechs Histidine. Seine GroBe 
betragt ca. 0,66 kDa. 

Das rekombinante Fusionsprotein weist wesentliche antigene Domanen des 
nativen Proteins auf ; die seine Eignung fur verschiedene Verwendungen im 
Zusammenhang mit der Odemkrankheit begriinden. Dies ist zwar theoretisch 
auch schon bei den bislang bekannten rekombinanten Fusionsproteinen aus 
einem Fragment der Stx2eB-Untereinheit und der Gluthathion-S-Transferase 
der Fall. Hier stellt sich allerdings das Problem, daB nach Einschatzung der 



Anmelderin mit storenden immunologischen Reaktionen gerechnet werden 
muft. die einem Einsatz der gattungsgemaften Fusionsproteine zu z.B. 
therapeutischen Zwecken entgegenstehen. Ein wesentlicher Vorteil der 
erfindungsgemaflen Fusionsproteine besteht demgegenuber darin, daB hier 
aufgrund des speziell ausgewahlten Tags nicht mit storenden 
Immunantworten zu rechnen ist und damit erstmals Fusionsproteine zur 
Verfugung stehen, die z.B. in Impfstoffen einsetzbar sind. Wie bei 
gattungsgemaften Fusionsproteinen, so begunstigt auch das erfindungsgemafl 
verwendete Tag die Gewinnung des rekombinanten Fusionsproteins. 
insbesondere dessen Reinigung. beispielsweise durch ein affini- 
tatschromatografisches Verfahren. 

Oligomere aus vernetzten His-Stx2eB-Monomeren konnen besonders 
wirksame Fusionsproteine bilden. 

GemaB einer vorteilhaften Ausgestaltung umfaBt die (Impf- 
)Stoffzusammensetzung auBer den rekombinanten Fusionsproteinen 
mindestens ein zusatzliches Antigen. Bei einer Impfstoffzusammensetzung 
handelt es sich dann um eine Formulierung einer immunogenen Menge des 
rekombinanten Fusionsproteins und einer immunogenen Mengen mindestens 
eines zusatzlichen Antigens. Mit diesem Kombinationsimpfstoff kann eine 
gleichzeitige Impfung gegen die Odemkrankheit der Schweine und gegen 
mindestens eine weitere Krankheit erfolgen. 

Insbesondere kann die (Impf-)Stoffzusammensetzung aufler den 
rekombinanten Fusionsproteinen mindestens ein zusatzliches Antigen 
ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus einem Pasteurella multocida- 
Bacterin mit einem zellgebundenen Toxoid, einem Bordetella 
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bronchiseptica-Bacterin, einem Erysipelothrix rhusiopathiae- Antigen, einem 
oder mehreren loslichen zellfreien Toxoiden vom Pasteurella multocida Typ 
D und/oder Escherichia coli und/oder Clostridium perfringens, inaktivierten 
ganzen Zellen von Pasteurella multocida Typ A oder D r Kulturen von 
Actinobacillus pleuropneumoniae, Haemophilus parasuis, Escherichia coli, 
Clostridium perfringens. Streptokokkus suis. Mycoplasma hyopneumoniae 
sowie Porcine Reproduction and Respiratory Syndrom Virus, Influenzavirus. 
Pseudorabiesvirus und Porcine Circovirus I und II ist. 

Vorstehende Antigene sind fur die Verursachung folgender Krankheiten 
bekannt: 

Pasteurella multocida und Bordetella bronchiseptica verursachen die 
progressive atrophische Rhinitis der Schweine, auch 
, ? Schnuffelkrankheit' ; genannt; pathogenetisch spielen vor allem die 
Pasteurella multocida Toxine eine bedeutende Rolle (in kommerziellen 
Impfstoffen ist der Toxoidgehalt wichtig) 

Pasteurella multocida A und D kommt vor bei Atemwegserkrankungen 
des Schweins (Lungenentzundung), Pasteurella multocida D verursacht 
auch die Schnuffelkrankheit 

Erysipelothrix rhusiopathiae - Rotlauferkrankung 

Escherichia coli - Durchfallerkrankungen (Sonderform ist die 
Odemkrankheit der Schweine) (Toxine sind entscheidend) 
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Clostridium perfringens: nekrotisierende Enteritis der Saugferkel (Toxine 
sind entscheidend) 

Actinobacillus pleuropneumoniae : hamorrhagisch-nekrotisierende 
Pleuropneumonie 

Haemophilus parasuis: Glassersche Krankheit (Fibrinose Serosen- und 
Gelenkentziindung) 

) 

Streptokokkus suis: Streptokokken Septikamie 

Mycoplasma hyopneumoniae: Enzootische Pneumonie, auch als 
„Ferkelgrippe" bezeichnet 

Porcine Reproductive and Respiratory Syndrome Virus: bei Ferkeln 
Atemwegserkrankung (Lungenentztindung), bei Sauen 

Fruchtbarkeitserkrankungen 

Influenzavirus: Atemwegserkrankung 

Pseudorabies virus: Aujeszkysche Krankheit des Schweines (Pseudowut) 

- Porcine Circovirus I und II: Post-weaning multisystemic wasting 
syndrome. 

Vorzugsweise ist das mindestens eine zusatzliche Antigen so ausgewahlt, 
dafi es sich auf eine Krankheit bezieht, die das Schwein typischerweise etwa 
in dem gleichen Alter wie die Odemkrankheit befallt. Das ist bei den oben 



angefuhrten Antigenen weitgehend der Fall. Die Impfstoffzusammensetzung 
ermoglicht dann eine besonders wirksarne Kombinationsimpfung. 

In der Impfstoffzusammensetzung ist vorzugsweise das rekombinante 
Fusionsprotein und/oder das mindestens eine zusatzliche Antigen jeweils in 
einer immunogenen Menge fur die Impfung von Schvveinen gegen die 
Odemkrankheit der Schweine oder gegen die Odemkrankheit der Schweine 
und andere virale und/oder bakterielle Infektionen enthalten. 

Daruber hinaus bezieht sich die Erfindung auf 
Impfstoffzusammensetzungen, deren Zusammensetzungen und/oder Mengen 
so gewahlt sind, daB eine Immunisierung des jeweiligen Tieres gegen die 
mindestens eine Krankheit durch sequentielle und/oder gleichzeitige 
Impfung mit den Impfstoffzusammensetzungen erreichbar ist. 

Von besonderer Bedeutung fur die (Impf-)Stoffzusammensetzung ist die 
Auswahl des Adjuvans. Beispielsweise kann eine W/O/W- (z. B. ISA 206), 
eine W/O-Emulsion (z. B. iFA-inkomplettes Freund'sches Adjuvans, eine 
waBrige Suspension (z. B. Aluminiumhydroxid) oder eine O/W-Emulsion 
zum Einsatz kommen. 

Nach dem erfindungsgemaBen Verfahren zur rekombinanten Herstellung 
eines subgenischen Fragments des Shiga Toxin 2e (Stx2e) in Fusion mit 
einem terminalen Tag wird in ein geeignetes Vektorsystem eine Untereinheit 
aus dem Stx2e-Operon kloniert. das entstandene rekombinante Plasmid in 
einen E. coli-Stamm transformiert, das entstandene Expressionssystem 
induziert und das Fusionsprotein exprimiert und gereinigt. 
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Das Gen der B-Untereinheit von Shiga Toxin 2e (Stx2eB) wurde in 
verschiedene Expressionsvektoren kloniert. Mit den so entstandenen 
rekombinanten Plasmiden wurden verschiedene E-coli-K12-Laborstamme 
transformiert. Alle Transformanden vvurden in Expressionsstudien unter 
variierenden Bedingungen (Temperatun Induktionslevek Induktionsdauer) 
auf Bildung der rekombinanten B-Untereinheit getestet. Der Transformant 
bzw. Klon mit der hochsten Ausbeute an rekombinantem Protein im 
Verhaltnis zum Gesamtzellproteingehalt wurde ermittelt. Fiir das von diesem 
Stamm gebildete Fusionsprotein, bestehend aus der reifen B-Untereinheit 
mit einem N-terminalen His-Tag (His-Stx2eB) ; wurde ein 
Reinigungsverfahren entwickelt und im LabormaBstab getestet. Fur die 
Umsetzung des Reinigungsverfahrens im GroBmaBstab ist FPLC unter 
Verwendung geeigneter Puffersysteme vorgesehen. 



- 9 - 



Beispiel 

Herstellung der rekombinanten B-Untereinheit des Stx2e 

Fur die Herstellung der rekombinanten B-Untereinheit wird der Stamm E. coii 
Cux-Stx2eB, DSM-Nr . 12721 (Deutsche Sammlung von Mikroorganismen and 
Zellkulturen GmbH, Mascheroder Weg 1 b, D-38124 Braunschweig), venvendet. 
Dieser E. coli-Laborstamm enthalt das Plasmid pHIT-24, welches die B-Untereinheit des 
Stx2e kloniert. 

Von diesem Stamm wurde ein seed lot System angelegt und bei -78°C , abgeflillt in 2 ml 
Kryo-Vials, gelagert. 

Fur die Produktion der rekombinanten B-Untereinheit wird 1 AmpuUe working seed (2 ml) fur 
die Anzucht einer Vorkultur 1 aufgetaut. 

Die Vorkultur 1 wird unter folgenden Bedingungen hergestellt : 

Medium : 150 ml sterile Standard-I-Nahrbouillon + 0,01% Ampicillin in einem Erlenmeyer- 

kolben 300 ml 
Bebriitung : 15 Stunden bei 37 °C, Standkultur 

Fur den Hauptansatz wird ein Fermenter "BIOSTAT B M mit einem 5-L-KulturgefaB benutzt. 
Dieses GefaB ist mit 4 L Standard-I-Nahrbouillon + 0,01% Ampicillin gefullt und wurde als 
Einheit fur 25 Minuten bei 121 °C autoklaviert.. 

In dieses Medium wird die Vorkultur 1 gegeben und unter folgenden Bedingungen fur 6 
Stunden kultiviert : Temperatur : 37 °C 
pH = 7,0-7,1 

Ruhrgeschwindigkeit : 100-150 rpm 

Luftzufuhr : 2 L / min 
Die Regulierung des pH wird durch das automatische Zugeben einer sterilen 10 % 
NaOH-Losung gewahrleistet. 

Die Induktion wurde nach 6 Stunden Kultivierung durch Zugabe von 0,25 mM IPTG-Losung * 
und einem pH-Sprung von 7,1 auf 7,5 eingeleitet.Die Induktionsdauer betrug ca. 3,5 Stunden. 

AnschlieBend wurde die Kultur in ein 1 0-L-Erntebehalter gepumpt und in einer Zentrifiige mit 
2500 x g abzentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen, das Pellet in 200 ml eines 8 M 
Harnstoflpuffers aufgenommen und fur ca. 1 5 Stunden in einem Kiihlraum (4-8 °C) verbracht. 
Das resuspendierte Pellet wurde danach mit Ultraschall behandelt (4x15 Minuten, 190 Hertz, 
0,3 Sekunden pulsierend) und anschlieBend mit 10 000 x g zentrifugiert. Der Uberstand wurde 
vorsichtig entnommen und diente der weiteren Bearbeitung; das bei diesem Schritt erhaltene 
Pellet wurde verworfen. 

Im Anschlufl daran wurde die Losung mittels einer Ultrafiltration ("Pellicon XL ") von 200 ml 
auf 80 mleingeengt. 

Die so erhaltene 80 ml-Proteinlosung wurde dann mittels einer AflBnitats-Chromatographie 
(FPLC M Aktaexplorer") weiter bearbeitet. 

Das das rekombinante Zielprotein enthaltene Material wurde fraktioniert, jeweils 3 ml, 
aufgetragen und uber eine mit Metall-Chelat-Matrix (Ni-NTA, Qiagen) beladene Saule 
(Volumen : 8 ml) gegeben. 

* IPTG: Isopropy lbe ta-D-Thioga laktopyranos it 
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Diese Matrix bindet spezifisch das His-Tag des rekombinanten Proteins. 

Das Targetprotein wird vom Metall festgehalten und unter denaturierenden Bedingungen 

(8 M Harnstoflf, 0, 1 M Na-JiPO^ 10 mM Tris/HCL, pH 8) gewaschen. 

Nach der Entfernung der kontarninierenden Proteine wird das rekombinante Protein durch 

einen pH-Sprung (8 M Harnstoff, 0,1 M NaHLjPO^ 10 mM Tris/HCL, pH 3) von der 

Affinitatsmatrix desorbiert und am Saulenausgang aufgefangen. 

Das gereinigte Protein wird mittels Cross-Flow-Filtration (PorengroBe 5 kDa) konzentriert. 
Nach Priifung der Reinheit und Ausbeute (uber SDS-Gelelektrophorese, Westemblotting, 
Elisa, Proteinbestimmung) erfolgt der Austausch des HarnstofF-Puffers gegen eine 
physiologische Pufferlosung (PBS, pH 7,2). Der Austausch erfolgt mittels Cross-Flow- 
Filtration (PorengroBe 5 kDa). 

Das rekombinante Protein lag in einer Konzentration von 300 jig/ml vor. 



Beschreibung des rekombinanten Fusionproteins 

Das Targetprotein wird durch das Genfragment Stx2eB codiert. Die GroBe dieses sub- 
genischen Fragments der B-Untereinheit von Stx2e betragt 228 bp. 
Folgende eigenschaften des rekombinanten Proteins wurden gepriift : 

1. MolekulargewichtsgroGe 

Das Targetprotein hat ein in der SDS-Gelelektrophorese ermittels Molekulargewicht von 
ca. 7,5 kDa. 

2. Kontrolle des rekombinanten Proteins im Immunoblot mit Seren erkrankter Ferkel 

Das gereinigte Antigen wurde im Immunoblot mit Seren von an Odemkrankheit erkrankten 
Ferkeln untersucht.Bei den Tieren handelte es sich urn Ferkel aus Schweinezuchtbetrieben, 
in denen klinisch manifeste Erkrankungen mit Stx2e-E.coli-Stammen auftraten. 
Uber 90 % dieser Seren reagierten positiv mit dem rekombinanten Protein. Urn falsch 
positive Ergebnise auszuschlieBen, wurden die Untersuchungen mit der B-Untereinheit, an 
die Glutathion-S-Transferase von Schistosoma japonicum gekoppelt, verifiziert. 

3. Kontrolle des rekombinanten Proteins mit monoklonalen Antikorpern gegen Stx2eB 
Um festzusteilen, ob die Konformation der rekombinanten B-Untereinheit dem Wildtyp- 
Protein ahnelt, wurde das rekombinante Stx2eB im Dot-Blot-Verfahren untersucht. 

Dazu wurde der monoklonale Antikorper BC5BB12 eingesetzt, der spezifisch die B-Unter- 
einheit von Stx2 erkennt und auch mit der B-Untereinheit von Stx2e kreuzreagiert. 
Als Positivkontrolle wurde das Stx2e-Holotoxin mitgefuhrt. Als Negativkontrolle diente 
eine Rohtoxinpreparation von Stxl. 

Der monoklonale Antikorper BC5BB12 reagierte sowohl mit dem Stx2e-Holotoxin, als 
auch mit dem rekombinanten Stx2eB-Protein, jedoch nicht mit dem Stxl. 

4. Priifung des rekombinanten Proteins auf Zytotoxizitat im Verozelltest 

Die Zytotoxitat des rekombinanten Proteins wurde im Zytotoxizitatstest an Verozellen, 
Helazellen sowie MDBK-Zellen untersucht. Zu diesem Zweck wurden Konzentrationen von 
0,3 ng/ml bis 100 fig/ml an rekombinanten Stx2eB eingesetzt. Selbst in den niedrigsten 
Verdiinnungsstufen konnte in keiner der untersuchten Zelllinien ein signifikanter Unter- 
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schied zur Negativkontrolle (Puffer ohne rekombinantes Protein) festgestellt werden. 
Diese Ergebnisse bestatigen, daB das rekombinante Stx2eB per se nicht zytotoxisch 1st. 



5. Nachweis der Immunogenitat des rekombinanten Stx2eB im Kaninchenversuch. 

Zwei weibliche Kaninchen derRasse "WeiJ3e Neuseelander" im Alter von ca. 12 Monanten 
wurden mit dem rekombinanten Stx2eB immunisiert, Bei der 1. Vakzination wurden 100 
^ig Antigen unter Zugabe von inkompletten Freundschen Adjuvans (iFA) subcutan 
verabreicht^Die Boosterung erfolgte sechs Wochen spater mit 50 ^g rekombinantem 
Stx2eB subcutan, ebenfalls mit iFA. Die vor und nach der Vakzinierung gewonnen Seren 
wurden im Immunoblot untersucht. 

In beiden Kaninchen wurde eine spezifische Serumkonversion nachgewiesen. 



Beschreibung der Herstellung von Vakzineformulierungen (Beispiele) 

1. Herstellung einer W/OAV -Vakzineformulierung 

Unter sterilen Bedingungen wird das Antigen als waBrige Phase (Temperatur 22°C) 
wahrend des Ruhrens (U.T< 2000 Upm) kontinuierlich in das Adjuvans (z. B. Montanide 
ISA 206) gegeben. AnschlieBend wird die Emulsion 10 minuten bei ca. 2000 Upm 
homogenisiert. 

Nach 24 h Lagerungszeit bei 8°C wird die Vakzineformulierung erneut homogenisiert. 
Die Phasenlage wird mikroskopisch und im Farbetest gepruft. 

2. Herstellung einer W/O- Vakzineformulierung 

Unter sterilen Bedingungen wird das Antigen als waBrige Phase (Temperatur 22°C) 
wahrend des Ruhrens (U.T. < 2000 Upm) kontinuierlich in das Adjuvans (z. B. in- 
komplettes Freundsches Adjuvans) gegeben und emulgiert. 
Die Phasenlage wird mikroskopisch und im Farbetest gepnift. 

3. Herstellung einer waBrigen Suspension 

Unter sterilen Bedingungen wird das waBrige Antigen wahrend des Ruhrens (z.B. 
Magnet riihrer) kontinuierlich in das waBrige Adjuvans (z. B. Aluminiumhydr oxide) gege- 
ben und geriihrt. 

Die Vakzine wird gepruft anhand der Parameter pH und Tonizitat. 

4. Herstellung einer O/W-Suspension 

Unter sterilen Bedingungen wird das waBrige Antigen kontinuierlich in das Adjuvans ge- 
geben und emulgiert. 

Die Phasenlage wird mikroskopisch und im Farbetest gepruft. 

Nach der Herstellung der Vakzineformulierungen wurde diese bis zu ihrer weiteren 
Venvendung im Kuhlschrank bei Temperaturen von +4°C - +8°C gelagert. 
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Beispiel des Nachweises der immunogenen Wirkung des rekombinanten Stx2eB i m Zieltier 
Schwein unter Verwendung verschiedener Vakzineformulierungen 



Ziel des Versuches 

Untersuchung des Fragestellung : Kann das gentechnisch hergestellte rekombinante Stx2eB- 
Protein (unter Verwendung verschiedener Adjuvantien) nach zweimaliger i.m. Applikation im 
Absatzferkel eine Immunantwort induzieren ? 

Fur diesen Versuch wurden 8 Absetzer im Alter von 6 Wochen eingesetzt. 

6 Tiere wurden mit Vakzinepraparationen behandelt, 2 Tiere erhielten ein Placebo verabreicht. 

Die Impfstoffapplikationen erfolgten zweimal im Abstand von 3 Wochen. 

Von jedem Tier wurden folgende Blutproben entnommen . 

1. Vor der 1. Immunisierung 

2. 14 Tage nach der 1. Immunisierung 

3. Unmittelbar vor der 2. Immunisierung (21 Tage nach der 1. Immunisierung) 

4. 14 Tage nach der 2. Immunisierung 
5.21 Tage nach der 2. Immunisierung 

Die Seren wurden im Elisa auf das Vorhandensein von spezifischen Antikorpern untersucht, 
die gegen das rekombinante Stx2eB gerichtet sind. 

AuBerdem wurden die Vertraglichkeit und Sicherheit der Vakzine bewertet 



AUgemeine Versuchsdaten 

Tiere 

Tierart : Schwein 
Tierkategorie : Absetzer 
Alter : 6 Wochen (bei 1. Impfimg) 
Geschlecht : gemischt 

Immunstatus der Tiere bei Versuchsbeginn : Stx2eB-Antik6rper negativ 

Haltungsform : Gruppenhaltung 

Futterungsschema : ad libitum 

Wasserversorgung : aus Wasserleitung ad libitum 

Einsatz von Futterzusatzstoffen : kein Einsatz von Futterzusatzstoffen 

Im pfstoffverabreichungsparameter 
Applikationsweise : Injektion 
Applikationsweg : i. m. 

Zeitraum zwischen den zwei Impfstoffapplikationen : 3 Wochen 
Vorbehandlung des verabreichten Mittels : keine 
Vorbehandlung der Versuchstiere : keine 
Anzahl der Impflinge : 8 
Anzahl der Kontrolltiere : 2 

Studiendesign : randomisiert, blind 
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Im pfstoffdosis. Tierkennzeichnung. Vakzineeinsatz 
Der konkrete Versuchsplan ist in Tabelle 1 dargestellt. 



Adiuvansschlussel 
Adjuvans A - ISA 206 
Adjuvans B - iFA 
Adjuvans C - Montanide 

Versuchsverlauf 

Auftreten von Nebenwirkungen : nach 1 . Impfiing - leichte BeeinfluBung des AHgemeinzustan- 

des und der Futteraufhahme, 
Tier 7 und 8 hatten eine leichte Korper- 
temperaturerhohung + leichten Durch- 
fall 

nach 2. Impfung - auOer Korpertemperaturerhohung beim 
Tier 8 keine weiteren Nebenwirkungen 

Anzahl der Tiere, die wahrend des Versuches ausschieden : 

Asetzer Nr. 2, Grund : E.coli-verursachte Magen - und Darmentzundung 

Auftreten von Krankheiten, die nicht mit der Vakzination zusammenhangen : 
auBer der Erkrankung beim Absetzer Nr. 2 keine 

Behandlung mit anderen Mitteln : keine 
Ergebnisse 

Vertraglichkeit und Sicherheit der Vakzineformulierungen ; 

Die Vakzinefonnulierungen konnen insgesamt als vertraglich und sicher eingeschatzt werden, 
obwohl es nach der 1 . Immunisierung zu einer leichten Stoning des AJJgemeinbefindens, zu 
einer kurzzeitigen Beeintrachtigung der Futteraufhahme und zu einer Korpertempertur- 
erhohung - verbunden mit leichten Durchfall - bei den Tieren 7 und 8 kam.Die 2. Impfung 
wurde ohne das Auftreten von klinischen Symptomen vertragen. Nur das Tier Nr. 8 reagierte 
auf die emeute Imstoffapplikation mit einer Erhohung der Korpertemperatur. 
Lokale Gewebsreaktionen - palpatorisch bemerkbares leichtes Odem - traten nur nach der 1 . 
Impfung an der Injektionsstelle der Tiere 5 und 6 auf. 

Nach der Schlachtung der Ferkel konnten an den Injektionsstellen, mit Ausnahme der Tiere 1 
und 3, makroskopisch erkennbare Entzundungen urn den Strichkanal, die mit nekrotischem 
Material bei alien Tieren ausgefullt war, festgestellt werden. Bei der histologischen 
Untersuchung der Ferkel 1 und 3 konnte nur eine leichte Bindegewebsproliferation 
(Angioblasten mit Infiltration von Lymphozyten und Histiozyten) festgestellt werden, wahrend 
der mit nekrotischem Material ausgefiiilte Stichkanal bei alien anderen Ferkeln mit einer 
bindegewebigen Kapsel umgegeben war. In der bindegewebigen Kapsel konnte eine 
Entzundung mit Infiltration von Lymphozyten und Histiozyten beobachtet werden. 
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Wirksamkeit der Vakzmeformulierungen 

Mit diesem Versuch konnte gezeigt werden, dafl das rekombinante Stx2eB nach i. m. 

Applikation in 6 Wochen alten Absetzern vom Immunsystem der Tiere erkannt wird und eine 

Immunantwort - Produktion von spezifischen Immunglobulinen - induziert. 

Der Nachweis dieser Antikorper wurde mittels Elisa und Immunoblot durchgefuhrt. 

Die Starke der Immunantwort scheint von der Wahl der verwendeten Vakzinefonnulierung 

abhangig zu sein. 

Unter den gewahlten Versuchsbedingungen konnten die besten Ergebnisse mit einer 
W/O-Emulsion (z. B. unter Verwendung von iFA) erziehlt werden. Im einzelnen sind die 
Ergebnisse in Tabelle 2 dargesteUt. 
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Hinterlegter Mikroorganismus: 

Der E.Coli-Stamm Cux-Stx2eB wurde hinterlegt unter der ursprunglichen 
Bezeichnung: Cux-SLT-IIe-B bei der 

DSMZ-Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen 
GmbH, 

Mascheroder Weg 1 b, D-3 8 1 24 Braunschweig. 
Ihm wurde von der Hinterlegungsstelle die Eingangsnummer 

DSM 12721 

zugeteilt. 
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Anspruche 

1. Rekombinantes Fusionsprotein mit einem subgenischen Stx2e-Fragment 
des Shiga Toxins 2e (Stx2e) in Fusion mit einem terminalen Tag ; dessen 
GroBe etwa der GroBe des Fragmentes oder eines Bruchteils des 
Fragmentes entspricht. 

2. Rekombinantes Fusionsprotein nach Anspruch 1, bei der das subgenische 
Stx2e-Fragment eine B-Untereinheit (Stx2eB) des Shiga Toxins 2e ist. 

3. Rekombinantes Fusionsprotein nach Anspruch 1 oder 2 mit einer GroBe 
des terminalen Tags von maximal 1 kDa. 

4. Rekombinantes Fusionsprotein nach einem der Ansprliche 1 bis 3 mit 
einem aminoterminalen His-Tag. 

5. Rekombinantes Fusionsprotein nach einem der Ansprliche 1 bis 4 mit 
mehreren vernetzten Fusionsproteinen. 

6. (Impf-)Stoffzusammensetzung fur verschiedene Verwendungen im 
Zusammenhang mit der Odemkrankheit der Tiere, insbesondere 
Saugetiere, vor allem Schweine, mit einem subgenischen Fragment des 
Shiga Toxins 2e (Stx2e) in Fusion mit einem terminalen Tag, dessen 
GroBe etwa der GroBe des Fragmentes oder eines Bruchteils des 
Fragmentes entspricht. 
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7. (Impf-)Stoffzusammensetzung nach Anspruch 6, bei der das subgenische 
Stx2e-Fragment eine B-Untereinheit (STx2eB) des Shiga Toxins 2e ist. 

8. (Impf-)Stoffzusammensetzung nach Anspruch 6 oder 7 mit einer Grofle 
des terminalen Tags von maximal lkDa. 

9. (Impf-)Stoffzusammensetzung nach einem der Anspriiche 6 bis 8 mit 
einem aminoterminalen His-Tag. 

10. (Impf-)Stoffzusammensetzung nach einem der Anspriiche 6 bis 9 mit 
mehreren vernetzten Fusionsproteinen. 

11. (Impf-)Stoffzusammensetzung nach einem der Anspriiche 6 bis 10, die 
ein zusatzliches Antigen oder mehrere zusatzliche Antigene umfaGt. 

12. (Impf-)Stoffzusammensetzung nach Anspruch 11, wobei das eine oder 
mehrere zusatzliche Antigen ausgewahlt ist aus der Gruppe bestehend 
aus einem Pasteurella multocida-Bacterin mit einem zellgebundenen 
Toxoid, einem Bordetella bronchiseptica-Bacterin ; einem Erysipelothrix 
rhusiopathiae-Antigen. einem oder mehreren loslich zellfreien Toxoiden 
von Pasteurella multocida Typ D und/oder Escherichia coli und/oder 
Clostridium perfringens, inaktivierten ganzen Zellen von Pasteurella 
multocida Typ A oder D ? Kulturen von Actinobacillus 
pleuropneumoniae, Haemophilus parasuis, Escherichia coli, Clostridium 
perfringens, Streptokokkus suis. Mycoplasma hyopneumoniae sowie 
Procine Reproduction and Respiratory Syndrom Virus, Influenzavirus, 
Pseudorabiesvirus und Porcine Circovirus I und II. 



13. Impfstoffzusammensetzung nach einem der Anspriiche 6 bis 12 ; die das 
subgenische Stx-IIe-Fragment des Shigatoxins 2e (Stx2e) in Fusion mit 
einem terminalen Tag und/oder das mindestens eine zusatzliche Antigen 
jeweils in einer immunogenen Menge fur die Impfimg von Schweinen 
gegen die Odemkrankheit der Schweine oder gegen die Odemkrankheit 
der Schweine und andere virale und/oder bakterielle Infektionen umfaflt. 

14. Impfstoffzusammensetzungen nach einem der Anspriiche 6 bis 13 in 
Zusammensetzungen und Mengen, so daB sie bei sequentieller und/oder 
gleichzeitiger Impfung von Schweinen diese gegen die Odemkrankheit 
der Schweine oder gegen die Odemkrankheit der Schweine und andere 
virale und/oder bakterielle Infektionen immunisieren. 

15. (Impf-)Stoffzusammensetzung mit einem subgenischen Stx2e-Fragment 
des Shiga Toxins 2e (Stx2e) in Fusion mit einem terminalen Tag, 
insbesondere nach einem der Anspriiche 6 bis 12. in einer W/O/W- 
Emulsion, in einer O/W-Emulsion, in einer W/O-Emulsion oder in einer 
waflrigen Suspension. 

16. (Impf-)Stoffzusammensetzung nach Anspruch 15 mit inkomplettem 
Freund'schen Adjuvans (iFA). 

1 7. Plasmid enthaltend DNA, die ein Fusionsprotein nach einem der 
Anspriiche 1 bis 6 codiert. 

18. E.Coli-Stamm, transformiert mit einem Plasmid gemaB Anspruch 17. 



19. E.coli-Stamm gemafl Anspruch 18, hinterlegt bei der DSMZ - Deutsche 
Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH unter der 
Nummer DSM 12721. 



20. Verfahren zur rekombinanten Herstellung eines subgenischen 
Fragmentes des Shiga Toxins 2e (Stx2e) in Fusion mit einem terminalen 
Tag. bei dem in ein geeignetes Vektorsystem eine Untereinheit aus dem 
Stx2e-Operon kloniert wird, das entstandene rekombinante Plasmid in 
einen E.coli-Stamm transformiert wird, das entstandene 
Expressionssystem induziert wird und das Fusionsprotein exprimiert und 
gereinigt wird. 

21. Verfahren nach Anspruch 20. bei dem das subgenische Fragment eine B- 
Untereinheit (Stx2eB) des Shiga Toxins 2e ist. 

22. Verfahren nach Anspruch 20 oder 21, bei dem das terminale Tag eine 
Grofte von maximal lkDa hat. 

23. Verfahren nach einem der Anspriiche 20 bis 22, bei dem das terminale 
Tag ein aminoterminales His-Tag ist. 

24. Verfahren nach einem der Anspriiche 20 bis 23, bei dem die 
Expressionskultur einer Lysepufferbehandlung unterzogen wird. 

25. Verfahren nach einem der Anspriiche 20 bis 24, bei dem die 
Expressionskultur einer Behandlung in einer French Press oder mittels 
Ultraschall unterzogen wird. 
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26. Verfahren nach einem der Anspruche 20 bis 25 ; bei dem die 
Expressionskultur nach Behandlung mit der French Press oder mittels 
Ultraschall und/oder mit Lysepuffer einer affmitatschromatografischen 
Reinigung zugefuhrt wird. 

27. Verfahren nach Anspruch 26, bei dem die Reinigung mittels einer FPLC 
durchgefuhrt wird. 

28. Verfahren nach einem der Anspruche 20 bis 21, bei dem das gereinigte 
Fusionsprotein vernetzt wird. 

29. Verfahren nach einem der Anspruche 20 bis 28 ? bei dem durch Fusion 
von Milzzellen von unter Verwendung des rekombinanten 
Fusionsproteins immunisierten Mausen mit Myelomzellen Hybridoma- 
Klone fur die Herstellung von Anti-Stx2eB-Immunglobulinen erzeugt 
werden. 

30. Verfahren nach Anspruch 29. bei dem die mittels der Hybridoma-Klone 
produzierten Antikorper zur in-process-Kontrolle fur die Produktion der 
rekombinanten Fusionsproteine verwendet werden. 

31. Verfahren nach Anspruch 29 oder 30 ; bei dem die von den Hybridoma- 
Klonen produzierten Antikorper fur ein 
immunaffinitatschromatografisches Reinigungsverfahren fur das Stx2e- 
Holotoxin verwendet werden. 



Zusammenfassung 

Rekombinantes Fusionsprotein. dieses enthaltende (Impf-)Stoffzusammen- 
setzung und Verfahren zu dessen Herstellung 

Rekombinantes Fusionsprotein mit einem subgenischen Stx2e-Fragment des 
Shiga Toxins 2e (Stx2e) in Fusion mit einem terminalen Tag ; dessen Grofie 
etwa der Grofie des Fragmentes oder eines Bruchteils des Fragmentes 
entspricht. 
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Von dcr Hintcrlcgungsstcllc auszuflJllcn: 
DSMZ-Aufhahmenummcr: 
Eingangsdatum dcr Kultur: 



BAKTEKIEN/PILZE 1 



DER UNTERZEtCHNETE HINTERLEGT DEN NACHSTEHEND DEZEICHNETEN MICROORGANISM US AUFGRUND DES 
BUDAP ESTER VERTRAGES UND VERPFLICKTET StCH, DIE HINTERLEGUNG WAHREND DER IN REGEL 9. 1 GENANNTEN DAUER 
NTCHT ZUROCKZUNEHMEN 2 



I. KENNZEICHNUNG DES MIKROORGANISMUS 


Bczugszeichen 5 : CUx - i 6 > ' U * " 0 


Die zu hinterlegcndc Kultur 1st: 






Cx) cine Reinkuttur 




Taxonomische Bezcichnung* : t. Cx£l- GLX^ COEJ 


J 1 ) L ; ~ L c ~G ( ) cine Mischkultur 




II. ZOCHTUNGSBEDENGUNGEN 




( Y 


Medium: 


pH vor dcr Sterilisation 






Sterilisation min bei 






pH nach Sterilisation: 






Verhaken gegenUber SaucrstofF: 






( ) acrob 






( ) mikroaerophil 






( ) obi i gat anaerob 






Besondcrc AnsprUchc an die Gasaunosphare: 




Bebrtltungstempcratun 






BcbrUtungsdauer: 






Aufbewahrung bei: 





Die DSMZ ninimt zur Hinterlcgung ausschlicplich Mikroorganismen an, die gemafl Merkblatt 'Sicherc Bio technologic', Eingruppierung 
biologischer Agenzien: Baktcricn bzw. Pilzc (B 006, B 007) dcr Berufcgenosscnschaft der chemischen Industrie bzw. gemafl der 
Richtlinie 93/88/EWG Qbcr den Schutz dcr Arbeitnchnicr gegen Gcfa\hrdung durch biologische Arbeitsstofle bei der Arbeit (AB1. Nr. 
L 268/71 v. 29.10.1993) zu den Risikogruppcn I oder 2 gehorcn, bzw. den Sichcrheitsstufen SI odcr S 2 entsprcchend demGesetz 
zur Rcgciung der Gcntcchnik (BGBI. I, S. 2067-2083 v. 21.12.1993) zugeordnct wcrden kOnnen. 

Dieses Formblatt kann auch vcrwendct werden, wenn dcr Untcrzcichnetc eine Hinterlcgung eines Mikroorganismus, die er selbst oder 
sein Rechtsvorganger auflcrhalb des Budapcstcr Vertrags bei dcrselbcn Hinteri eg ungss telle vorgenommen hat, in eine Hinterlcgung 
nach dem Budapcstcr Vertrag umwandclt Dabei ist uncrheblich, ob die Ersihintcrlegung vor (Rcgel 6.4 Buchstabe d) oder nach dem 
ZeitpunJct stattgefixnden hat, zu dem die Stcllc den Status cincr internationalen Hintcrlcgungsstcllc crworben hat 
Nummcr, Symbolc usw., die dcr Hintcrlcgcr dem Mikroorganismus zugeteilt hat 

Es wird dringend cmpfohicn, die taxonomischc Bczcichnung und/odcr die wisscnschaiUiche Beschreibung des Mikroorganismus (siche 
untcr VII.) anzugeben. 

Ankrcuzcn, wenn auf eincm besonderen Blatt wcttcre Angabcn cingcreicht wcrden. 
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01. AUFBEWAHRUNGS8EDINGUNGEN 




IV. BEDINGUNGEN FOR DIE LEB ENS FAHIGiCEiTS PRO FUNG 



( Y 




V. BESTANDTEILE DER MJSCHXULTUR (wcnn zutrctTcnd) 
Bcschrcibung dcr Bcstandtcilc: 



Verfahren, die die PrUfung auf Lebensfthigkcit dcr Bestandteile crmOglichcn: 



VI. EICENSCHAFTEN, DIE FOR DIE GESUNDHEIT ODER DIE UMWELT GEFAHRLICH SIND 



Risikogruppc des Mikroorganisrnus gemafl Merkblatt 'Sichcrc Biotcchnologic*. Eingruppierung biologischer Agcnzicn: Baktcricn 
bzw. Pilzc (B 006 und B 007) der Bcrufsgenossenschaft dcr chcmischcn Industrie 1 : 

Risikogruppe 1 

Dcr zu hinterlcgende Mikroorganisrnus darf untcr folgcndcn Laborsicherheitsmafinahmen 1 gchandhabt werden: 
(x) H ( ) L2 



Dcr Mikroorganisrnus hat folgende Eigcnscharten, die flir die Gcsundhcit odcr die Umwelt gefahrlich sind odcr sein kOnnen: 
Bitte angeben: 



(x) Dcm Untcrzcichneten sind dcrartigc Eigcnschaftcn nicht bckannL 



Die DSM2 mmmt zur Hmtcrlegung ausschiicpiich Mikroorganismcn an. die gcmafJ Merkblatt 'Sichere Biotcchnologie\ Ein- 
gruppierung biologischer Agenzicn, Baktericn bzw. Pilze (B 006. B 007) der Beruisgenosscnschaft der chemischen Industrie bzw. 
gemafl der Richtliwe 93/88/EWG Qbcr den Schutz der Arbeitncnmcr gegen Gcfahrdung durch biologische Arbeitsstoffe bei dcr Arbeit 
(ABl. Nr. L 268/71 v. 29.10.1993) zu den Risikogruppen 1 odcr 2 gehOren, bzw. den Sicherhcitsstufen S I oder S 2 entsprechend dcm 
Gesetz zur Regclung dcr Gcntcchnik (BGBI. I, S. 2067-2083 v. 21.12.1993) zugcordnct werden kOnnen. ': ... ^C^v- 
Ankreuzeri,wermaufememgcsondertcnBlattw^^ 
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VII. ANGABEN ZUM GENTECHNISCH VeraNDERTEN MIKROORGANISMUS ( )» 



I. ANGABEN ZUM E MP FAN G ERO RG A N IS M US 
Bezcichnung: £. coli BL 21 (DE3) 



(NO VAC EN) 



Rifampicin 



Risikogruppc: 

Scnsitivitatcn: 

Rcsistcnzcn: 

Auxotrophicn: 



bcsondcrc Eigenschaflen: Ion 
(z.B. Res triktions-ZModifikationssys tern, 
generelle gcnctischc Rckombtnation) 



(x)ROI 



( )RG2 



omp T 



2. ANGABEN ZUM SPEND ERORG AN ISMUS 
Bezcichnung: E.coli 013S:I<31 

Risikogruppc: 

Dcschrcibung tics klonicrtcu DNA-Fragmcnts: 
Informationsgchalt: 
GrOGc (in bp): 



E57 
( )KGI 



0:) KG2 



( ) KC3 



subgenisches Fragment; der B-Untereinheic von ■ stxle 
228 bp 



(Novagen) 



Gcfahrenpotcntiai dcr kloniencn DNA: 

(x) kcin Gcfahrenpotcntiai 
3. ANGABEN ZUM VEKTOR 
Bezcichnung: p£T-15b 
AbkOmmling (Derivat) von: 
Wirtsspczifitat: E . coli 
Resistenzcn: Ampicillin 
GroCe (inci. Insert): 5936 bp 
Promotorcn: T7 promo tor 

wcitcrc vorhandene Leserahmen: lac I 



Angabcn zu Mobilisierbarkeit und eigenen Transfer-Systcnicn: 

Angabcn zur eigenen InfektiosiUit: 

MOglichkcit des Transfers durch endogene Helfcrvircn: 



( ) vollstandigcs Gcnom 
( ) subgenomisch 
(x) subgenisch 

( ) pathogen 
( )toxigen 



( ) cDNA 
( ) synthetisch 



( ) tumorigen 
( ) allergen 



4. ANGABEN ZUM GVO 1 

besonderc EigenschaRcn: Produktion eines subgenischen Fragmentes der 

(z.B. Produktion von Einsatz ais ...-Vektor etc.) B-Untereinheit von SCx2e 



Fremd-DNA: 
Gefahren potential 



( ) chromosomal intcgricrt episomal 



( ) pathogen ( ) tumorigen 

( ) toxigen ( ) allergen 

kcin Gcfahrenpotcntiai 

bittc begrunden: Die B-Untereinheit ist niche toxigen 

Die Hinterlegung eines gentechnisch vcrflndcrten Organismus dcr Sicherheitsstufe 2 kann gem&ss GenTG* nur in Kraft trcten, wenn 
dcr DSiVIZ cine Kopie dcr Ergebnisse der SichcrhcitsUberprUfung durch die zustfindige BehOrde vom Hinterleger zugesandt wird. 



Die DSMZ mmmi zur Hinterlegung ausschlicptich Mikroorganismcn an, die gemap Merkblatt 'Sichere Biotechnologie', Ein- 
gruppierung biologischer Agenzien: Bakterien bzw. und Pilzc (B 006, B 007) der Bcrutsgcnossenschaft der chemischen Industrie bzw. 
gemafl der Richtiinie 93/88/EWG Qbcr den Schutz der Arbcitnehmer gegen Gcfthrdung durch biologische Arbeitsstoffe bci dcr Arbeit 
(AB1. Nr. L 268/71 v. 29.10.1993) zu den Risikogruppcn 1 odcr 2 gchorcn, bzw. den Sicherhcitsstufen SI odcr S2 entsprechend dem 
Gesctz zur Rcgelung der Gcntechnik (BGBI. I, S.2G67-2083 v. 21. 12.1993) zugeordnet werden kOnnen. 
Ankreuzen, wenn auf einem besondcren Blatt weitere Angabcn eingereicht werden. 
Gesctz zur Rcgelung dcr Gentcchnik (BGBI. I. S. 2067-2083 v. 21.12.1993) 
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VIII. WISSENSCHAFTLICHE BESCHREIBy^u , 



:ibung ? 

w 



IX. WEITERE ANGABEN* 



X. VERBLEIB PER KULTUR NACII ABLAUF DER VORGESCHRIEBENEN AUFDEWAIIRUNGSDAUER 10 



a) Die Kultur soli in den Bcstand der Oflcntlichen Sammlung dcr DSMZ Ubcrfthrt wcrden 


()ja 


( ) ncin 


b) Die Kultur soil gegen Gcbllhr an den Hinterlcgcr zurUckgcgcbcn werden 




( ) ncin 


c) Die Kuitur soil durch die DSMZ vernichtct werden 


()ja 


( ) ncin 



XI. HINTERLEGER" 



Namc: Umerschrifl: 




Meini-Lohmann-StraPc 4 
27472 Cuxhavcn 



Ankrcuzen, wenn auf eincm gesondcrtcn Blatt wcitcre Angaben eingereicht werden. 

Es wird dringend empfohlcn, die wissenschaftiiche Beschrcibung und/oder die vorgeschiagene taxonomische Bezeichnung (untcr I.) 
des Mikroorganismus anzugeben. 

Wenn erwtlnscht, kOnnen hier Name und Adrcsse der/des Erfmder/s eingciragen werden. 

Ankrcuzcn, wenn auf eincm gesondcrtcn Blatt wcitcre Angaben (auOcr den untcr FuOnote 5 genannten) eingereicht werden, z. B. 
Herkunfl des Mikroorganismus, Name und Anschrift andcrcr Hintcrlcgungsstcllcn, bei dencn dcr Mikroorganismus hintcrlcgt worden 
ist, oder das ftlr die Festiegung der vorgeschlagenen taxonomischen Bezeichnung angewandte Kritcrium. (Diese Angaben sind 
fakultativ). 

Die Dauer dcr Aufbewahrung bctragt gemafi Budapcstcr Vcrtrag mindestens ftlnf Jahrc vom Eingang des letzten Antrags auf Abgabc 
einer Probe des hinteilcgten Organismsus. in jedem Fall jedoch mindestens 30 Jaiire nach dem Zeiipunkt der Hinterlegung (Rcgcl 9. 1). 
Die hier vcrcinbarte Rcgclung gilt solange, bis cs vcrbindlichc Rechtsprcchungen zu dem Sachvcrhalt gibt. 

Dieses Hinterlcgungsform blatt ist der Vertrag zwischen Hintcrleger und Hintcrlcgungsstclle und mufl daher vom Hinterieger 
unterzeicrmet wcrden. Bei Firmen solltcn zwei oOizieilc Firmcnvertrctcr untcrschrciben. Wenn natQriichc Personcn Rlr cine juristischc 
Person unterzetchnen, so ist dercn Untcrscluifl in Maschincnschrift zu wiederholen. Wenn nicht andcrs vereinbart, ist dcr Untcrzeichner 
Korrespondenzpartner dcr DSMZ. 
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Erganzende Angaben zum gentechnisch veranderten Organismus 
L Angaben zur Fremd-DNA: 

Subaenisches Fragment der B- Untereinheit des Shiga Toxins 2e (StxB2e) 

Shiga Toxin-bildende Escherichia coli (STEC) werden mit intestinalen und 
extraintestinalen Erkrankungen bei Mensch und Tier in Verbindung gebracht. Zu dissen 
zahlt unter anderem auch die durch das Stx2e hervorgerufene Odemkrankheit der 
Schweine. STEC produzieren Shiga Toxine, die als bedeutender Faktor in der 
Pathogenese angesehen werden. Man unterscheidet zwei Toxintypen: SL\1 und Stx2 (mit 
mehreren Varianten, zu denen auch das Stx2e zahlt). Aile Stx teilen charakteristische 
Merkmale: Sie bestehen aus einer enzymatisch aktiven A-Untereinheit una einem 
Pentamer von B-Untereinheiten, das fur die Rezeptorbindung verantwortiich ist 
(O'Brien, 1989). Die Wirkungsweise der Stx ist sehr gut charakterisiert: Nach der durch die 
B-Untereinheit vermittelten Bindung an die Wirtszeiie vvird das Toxin aufgenommen und 
durch eine Protease gespalten. Es ensteht das toxische Al-Subfragment, das durch 
Inaktivierung der 60S-Untereinheit des Ribosoms die Proteinbiosynthese hemmt. Der 
restiiche Abschnitt des Toxins, d.h. der carboxyterminaie Anteil der A-Untareinheit (A2- 
Subfragment) mit dem daran gebundenen Pentamer der B-Untereinheiten. sind ;nicht 
zytotoxisch. 

Da durch Stx hervorgerufene Erkrankungen in vielen Fl':!ien akut bis perakut veriaufen. ist 
eine Prophylaxe im Sinne einer Immunisierung besoncers erstrebenswert. In Versuchen 
mit chemisch (Awad-Masalmeh, 1989) bzw. rekombinant (Gordon, 1992) verandenem 
Stx2e-Holotoxin konnte gezeigt werden, dad das Toxin in vivo neutralisierende Antikorper 
induziert, die vor Zellschaden schutzen kdnnen. Ein Problem dieser Versuche war jedoch 
die teilweise vorhandene Resttoxiziat der eingesetzten Proteine. Mehrere Arbeitsgruppen 
konzentrierten sich aus diesem Grund auf die isolierte Stx-B-Untereinheit als Immunogen, 
da sie die Rezeptorbindung des Toxins vermitteit und per se nicht toxisch ist. Es konnte 
gezeigt werden, daft bei einer Infektion mit Stx2e-bildenden £ coli Aniikdrper gegen die 3- 
Untereinheit gebildet werden (Franke et a\. t 1994). Der GVO Escherichia coii BL21 [pHiT- 
24] mit der Fahigkeit zur Expression der B-Untereinheit von Stx2e dient zur Erzeugung 
einer rekombinanten Vakzine gegen die Odemkrankheit der Schweine. 

Awad-Masalmeh, et ai, 1989. DLTierarztLWochenschr. 96: 397-432. 
BoydetaL, 1991. Infecttmmun. 59; 750-757. 
Franke etai, 1994. VetMicrobiol. 43:41-52 
Gordon etai, 1992: Infect Immun. 60: 485-490. 
O'Brien and Holmes, 1987. MicrobioLRev. 51:206-220. 

II. Angaben zum Vektor 

Plasmid oET-1 5b 

Risikobewertunp: Risikogruppe 1 

Beorunduna: 

Der Expressionsvektor pET-15b ist ein kommerziell vertriebener Plasmid-Vektor, der in 
E.colhK12-Stammen vermehrt werden kann. Seine Nukleotidsequenz und genetische 
Organisation sind vollstandig bekannt. Der Vektor tragi allgemein ubliche 
Selektionsmarker (Resistenz gegen Ampiciilin), jedoch keine virulenz- Oder pathogenitats- 
determinierenden Sequenzen. 



III. Angaben zum Empfanger 



Escherichia coli BL2KDE3) 
Risikobewertunq; Risikogruppe 1 
Begrundung: 

Der als Empfanger verwendete E.coli-Stamm ist ein Derivat von Escherichia coli-K12 
E.colt K12-Denvate smd im Anhang I Teil B li GenTSV der Risikogruooe 1 zugeordnet 
und mit entsprechendem Vektor als bio/ogische SicherheitsmaHnahme B 1 zugelassen 
(Anhang II A, GenTSV). Die venvendeten Stamme sind gentechnisch veranderte K12- 
Derivate, deren sicherheitsrelevanten Eigenschaften durch die Verancerungen nicht 
beettrachtigt wurden (genetische Stabilitat, fehlende Kolonisationsfahigkeit auflerhalb 
definierter Umgebungsbedingungen, Apathogenitat fur Mensch, Tier und Fflanze, 
UngefShrlichkett fur die Umwelt, geringer Genaustciusch mit anderen Oroanismen). Die 
K12-Derivate erfullen nach wie vor die Bedingungen von~ biologischen 
Sicherheitsmaflnahmen (§ 6 Abs. 4 GenTSV) 





Deutsche Sammlung von 
Mikroorganismen und A 
Zellkulturen GmbH J/L 



OSMZ Mascheroder Weg lb 0-33124 Braunschweig 



Lohmann Animal Health 
GmbH & Co. KG 
Heinz-Lohmann-Str. 4 

27472 Cuxhaven 



Ihr Zeichen / Your ref. 



Unser Zeicnen / Cur rat. 



P082 99/H 



Tel. 

05 31 / 26 5 6 



Datum/Date 



254 



11.03.1999 



Hinterlegung von Mikroorganismen nach dem Budapester Vertrag 
Sehr geehrte Damen und Herren, 

beiliegend erhaiten Sie unsere Aufnahmebestatigung und Lebensfahigkeitsbescheinigung fur 



Escherichia coli Cux-SLT-IL-B - DSM 12721 



sowie unsere Rechnung 9901265. 

Mit freundlichen Gruften 

DSMZ-Deutsche Sammlung von Mikro- 
organismen und Zellkulturen GmbH 



Dr. Vera Weihs 

Weitere Mitteilung: Nach der Konservierung des Stammes erhaiten Sie Proben zur Uberprufung 
zugesandt. 



Geschaftsluhren Bankkonten: Registergericnc OSMZ - Mascheroder Weg tb 

Prof. Of. Erko Slackobrandt NORO/LB Braunschweig, Kto.Mr. 2 039 220 (8LZ 250 500 00) Amtsgerichl Braunschweig 0-38124 Braunschweig • Germany 

SW!FT: NOIADE 2H HOB 2570 Telefon: 05 31 / 26 16-0 

AuJsicntsratsvorstlzender: Posibank Hannov*» f . KSo. Mr. 1060 73 - 30-t {BLZ 250 100 30) Telefax: 05 31 / 26 IG • -M8 

MR Or. Axel Kollatschny E-mail: dsmztigot.de 



DUDAPESTER VERTRAG UQER DIE INTERNATIONALE 
ANERKENNUNG DER ! IINTERLEGUNG VON MIKROORGANISMEN 
.DIE ZWECKE VON PATENTVERFAHREN 



INTERNATIONALES FORMOLATT 



GmbH Sc Co. KG 

Heinz -Lohmann-Str . 4 




2 74 72 Cuxhavan 


e svi p tangs u estati g u ng uei s rsth i nte rl eg u n g . 

ausgcstelll gcmaQ Rcgel 7.1 von dsr unten angegebcnen 

INTERNATIONALEN hinterlegungsstelle 


l. KENNZEICI INUNG DES MIKROORGANISMUS 


Voin HINTERLEGER zugctdltes Bczugszcichen: 

Cux-SLT-II e -B 


Von der INTERNATIONALEN HINTERLEGUNGSSTELLE 
zugctcmo EINGANGSNUMMER: 

DSM 12721 



II. WISSENSCHAFTLICHE BESCHREIUUNG UND/ODER VORGESCMLAGENE TAXONOMISCHE BEZEICHNUNG 



Mit dern unter I. bczeichneten Mikroorganismus wurde 



{X ) cine wissenschaftliche ncsdtrcilnmg 

(X ) eiue vorgeschlagene taxonomische Uczcidmung 

eingercichc. 

(ZutretTendes ankreuzen). 



HI. EINGANG UND ANNAHME 



Diesc Internationale Hmtericgungsstcilc nimmt den untcr I bczeichneten Mikroorganismus an. dcr bei ihr am 1999-03-09 (Datum dcr 
Ersthimcrlcgung)' cingegangen ist. 



IV. EINGANG DES ANTRAGS AUF UMWANDLUNG 



Dcr untcr I bezcichnete Mikroorganismus ist bei dicscr liucrnationalcn Hinterlegungsstelle am cingegangen (Datum dcr Erst- 
hintcrlcgung} und em Antrag auf Umwandlung dicscr Ersthinterlegung in cine Htnierlcgung gemafl Budapcstcr Vcnrag ist am 
cingegangen (Datum des Eingangs des Antrags auf Umwandlung). 



V. INTERNATIONALE HINTERLEGUNGSSTELLE 



Name: DSMZ- DEUTSCHE SAMMLUNG VON 

MIKROORGANISMEN UND ZELLRULTUREN GmbH 

Anschrifl: Maschcrodcr Weg lb 
D-38124 Braunschweig 



UnterschrM(en) der zur Vcrtrctung dcr internationalen Hinterlegungsstelle 
belugtcn Person(en) oder des (dcr) von ihr ermachliglen Ocdienstetcn: 



Datum: 1999-03-11 



1 Falls Regct 6.4 Buchsiabc d zutrifll. ist dies dcr Zciipunkt. zu dem dcr Status ciner imemauonalcn Hintericgungsslcile erworben worden «L 
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BUDAPEST TREATY ON THE INTERNATIONAI 
RECOGNITION OP THE DEPOSIT OF .MICROORGANISMS 

» : ^jUf: PURPOSES Or PATENT PROCEDURE ^ 



INTERNATIONAL FORM 



Lohmann Animal Health 
GmbH Sc. Co. KG 
Keinz-Lohmann-Str . 4 




274 72 Cuxhaven 


RECEIPT IN THE CASE OF AN ORIGINAL DEPOSIT 
issued pursuant to Rule 7.1 by die 
INTERNA TIONAL DEPOSITARY AUTHORITY 
identified at die bottom of this page 


I. IDENTIFICATION OF THE MICROORGANISM 


Identification reference given by the DEPOSITOR: 

Cux-SLT- II S -B 


Accession number given by the 
INTERNATIONAL DEPOSITARY AUTHORITY: 

DSM 12721 



II. SCIENTIFIC DESCRIPTION AND/OR PROPOSED TAXONOMIC DESIGNATION 



The microorganism identified under I. above was accompanied by: 



(X ) a scientific dcsertpiiuu 

(X ) a proposed taxonomic designation 

(Mark with a cross where applicable). 



HI. RECEIPT AND ACCEPTANCE 



/his International Depositary Authority accepts die microorganism identified under I. above, which was received by it on 19 9 9-03-09 
(Date of the original deposit)'. 



IV. R£CEIPT OF REQUEST FOR CONVERSION 



Tlie microorganism identified under I above was received by this International Depositary AuUiority on (date of original deposit) 
and a request to convert the original deposit to a deposit under the Budapest Treaty was received by it on (date of receipt of request 
for conversion). 



V. INTERNATIONAL DEPOSITARY AUTHORITY 



Name: DSMZ-DEUTSCHE SAMMLUNG VON 

MIKROORCANISMEN UNO ZELLK.ULTUREN GmbH 

Address: Maschcrodcr Wcg lb 
DO 8 1 24 Braunschweig 



Signature(s) of person(s) having the power to represent die 
International Depositary Authority or of authorized oflicial(s): 



Date: 1999-03-11 



1 Where Rule 6.4 (d) applies, such date is the date on which the status of international depositary authority was acquired. 
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UUDAIHSTUK VERTRAG OUI-R Dili INTERNATIONALE 
ANERKENNUNG DER HINTERLEGUNG VON MIKROORGANIS 



INUNG DER HINTERLEGUNG VON iVIIKROORGANiS/yy^ 
|^^>1E ZWECKE VON PATENTVERFAHREN 



INTERNATIONAL!^ FORMULA'!'!* 



Lohmann Animal Health 

GmbH Sc Co. KG 

Heinz -Lo hmann - S t r . 4 

2747 2 Cuxhaven 



LEO ENS KAH1GK GITS DESCHEIN1GUNG 

ausgesicJU gcmUQ Regel 10.2 von der unten angegcbeneii 

INTERNATIONAL^ H I NTERLEG U NGSSTELLE 



I. I IINTERLEGER 


II. Kl-NN/.EICl INUNG DCS MIKKOOKGANISMUS 


Name: Lohmann Animal Health 

GmbH & Co. KG 
Aiischrift: He inz - Lohmann - S tr . 4 

2 74 72 Cuxhaven 


Von der INTERNATIONALEN HI NTERLEG U NGSSTELLE 
zugctcilic EINGANGSNUMMER: 

DSM 12721 

Datum dcr Minicricgung odcr Vv\:iii;r!citui;g ! : 

1999-03-09 



III. LEBENSFAHIGK.EITSBESCHEINIGUNG 



Die Lcbcnsfthigkcil des unier il gcnannicn Mikroorganismus ist am 1999-03-09 z gopruit worden. 
Zu diescm Zeitpunkt war dcr Mikro organism us 

(X) 1 lebensfiihig 

( )•* niche mehr lebensfahig 



IV. BEDfNGUNGEN, UNTER DENEN DIE LEBENSFAHIGKEITSPROFUNG DURCHGEFUHRT WORDEN 1ST 4 



V. INTF.RNATIOMAI.F. I UNTFKI.F/i" JNGSSTF.I .I.H 



Name: DSMZ-DEUTSCHE SAMMLUNG VON 

MIKROORGAN1SMEN UND ZELLKULTUREN GmbH 

Aiischrift: Maschcrodcr Wcg lb 
D-38124 Braunschweig 



Uiucrschrill(c!t) dcr zur Vcrtrctung dcr inteniationalcn lliiucrlcgungssicllc 
befugten Person(en) oder des (dcr) von ihr ermachtigtcn Bcdiensteten: 



Datum: 199 9-03-11 



Angabe des Datums der Ersthinteriegung. Wcnn einc emcute Hinterlegung oder einc Weiterleitung vorgenommen worden ist, Angabc des Datums 
dcr jcwcils Ictzlen emcutcn Hinterlegung odcr WcilcrlctUmg. 

In den in Rcgel 10.2 Buchstabc a ZilTer ii und ill vorgesehenen Fallen Angabe dcr lettten Lebensfaliigkeitsprufung. 
Zutreflendes ankreuzen. 

Ausfullen, wcnn die Angaben bcamragt worden sind und wcnn die Ergebnisse der Prtlfung ncgativ waren. 
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BUDAPEST TREATY ON THE INTERNATIONAL 
RECOGNITION OF HIE DEPOSIT OF MICROORGANISMS 
1-jQMjmi? PURPOSES OP PATENT PROCEDURE 



INTERNATIONAL FORM 



Lohmann Animal Health 

GmbH & Co. KG 

Heinz -Lohmann -St r . 4 




2 74 72 Cuxhaven 


VIABILITY STATEMENT 
issued pursuant to Rule 1-0.2 by the 
INTERNATIONAL DEPOSITARY AUTHORITY 
identified at the bottom of this page 


I. DEPOSITOR 


II. IDENTIFICATION OF THE MICROORGANISM 


Name: Lohmann Animal Health 

GmbH Sc Co. KG 
Address: He inz - Lohmann - S t r . 4 


Accession number given by the 
INTERNATIONAL DEPOSITARY AUTHORITY: 
DSM 12721 


2 74 72 Cuxhaven 


Date of" the deposit or die transfer': 

1999-03-09 


III. VIABILITY STATEMENT 


The viability of the microorganism identified under (I above was tested on 1999-03-09 2 . 
On that date, die said microorganism was 


(X) J viable 




( ) J no longer viable 




IV. CONDITIONS UNDER WHICH THE VIABILITY TEST HAS BEEN PERFORMED 4 




V. INTERNATIONAL DEPOSITARY AUTHORITY 


Name: DS»MZ-DEUTSCHE SAMMLUNG VON 

MlfCROORCANISMEN UNO ZELLK.U LTU REN GmbH 


Signature(s) of person(s) having the power to represent die 
International Depositary Authority or of authorized officiat(s): 


Address: Mascherodcr Weg lb 
D-38124 Braunschweig 


Date: 1999-03-11 



1 Indicate the date of original deposit or, where a new deposit or a transfer has been made, the most recent relevant date (date of die new deposit or 
date of the transfer). 

1 In the cases referred to in Rule 10.2(a) (ii) and (Hi), refer to the'most recent viability test 
1 Mark with a cross the applicable box. 

4 Fill in if the information has been requested and if the results of the test were negative. 
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File No.: PCT/EP00/05127 
Applicant: Lohmann Animal Health GmbH & Co. KG 

Attorney's file: 43 222-22 

Claims 

1. A recombinant fusion protein having a B sub-unit (Stx2eB) of the 2e Shiga 
toxin in a fusion with an N-terminal His tag the size of which approximately 
corresponds to the size of the B sub-unit or a fraction of the B sub-unit. 

2. The recombinant fusion protein according to claim 1 wherein the size of the 
terminal tag is 1 kDa, as a maximum. 

3. The recombinant fusion protein according to claim 1 or 2 which has an amino 
terminal His tag. 

4. The recombinant fusion protein according to any one of claims 1 to 3 which 
has a plurality of crosslinked fusion proteins. 

5. A (vaccine) substance composition for vaccination and/or diagnostics in the 
oedematose of animals, particularly those of mammals, specifically pigs, 
having a B sub-unit (Stx2eB) of the 2e Shiga toxin in a fusion with an N- 
terminal His tag the size of which approximately corresponds to the size of the 
B sub-unit or a fraction of the B sub-unit. 

6. The (vaccine) substance composition according to claim 5 wherein the size of 
the terminal tag is 1 kDa, as a maximum. 
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7. The (vaccine) substance composition according to claim 5 or 6 which has an 
amino terminal His tag. 

8. The (vaccine) substance composition according to claims 6 to 7 which has a 
plurality of crosslinked fusion proteins. 

9. The (vaccine) substance composition according to any one of claims 5 to 8 
which comprises one additional antigen or several additional antigens. 

10. The (vaccine) substance composition according to claim 9 wherein the one 
additional antigen or the several additional antigens are selected from the 
group comprising a Pasteurella multocida bacterin including a cell-bonded 
toxoid, a Bordetella bronchiseptica bacterin, an Erysipelothrix rhusiopathiae 
antigen, one or more soluble non-cell toxoids of type D Pasteurella multocida 
and/or Escherichia coli and/or Clostridium perfringens, disactivated whole 
cells of type A or D Pasteurella multocida, cultures of Actinobacillus 
pleuropneumoniae, Haemophilus parasuis, Escherichia coli, Clostridium 
perfringens, Streptococcus suis, Mycoplasma hyopneumoniae as well as 
Porcine Reproduction and Respiratory Syndrom virus, influenza virus, 
Pseudorabies virus, and Porcine Circoviruses I and II. 

11. The (vaccine) substance composition according to any one of claims 5 to 10 
which comprises the B sub-unit (Stx2e) of the 2e Shiga toxin in a fusion with 
an N-terminal His tag and, optionally, at least one additional antigen each in an 
immunogenic amount for the vaccination of pigs against the oedematose of 
pigs or against the oedematose of pigs and other viral and/or bacterial 
infections. 

.../3 
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12. (Vaccine) substance compositions according to any one of claims 5 to 11 in 
compositions and amounts such that if pigs are vaccinated sequentially or 
simultaneously they immunize them against the oedematose of the pigs or 
against the oedematose of the pigs and other viral and/or bacterial infections. 

13. A (vaccine) substance composition having a B sub-unit (Stx2eB) of the 2e 
Shiga toxin in a fusion with an N-terminal His tag the size of which 
approximately corresponds to the size of the B sub-unit or a fraction of the B 
sub-unit, particularly according to any one of claims 5 to 12, in a W/O/W 
emulsion, in a W/O emulsion or in an aqueous suspension. 

14. The vaccine) substance composition according to claim 13 including an 
incomplete Freund adjuvant (iFA). 

15. A plasmid containing DNA which encodes a fusion protein according to any 
one of claims 1 to 4. 

16. An E.coli strain transformed by a plasmid according to claim 15. 

17. An E.coli strain according to claim 16, deposited with the DSZM - Deutsche 
Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen under the number DSM 
12721. 

18. A method for the recombinant preparation of a B sub-unit (Stx2eB) of the 2e 
Shiga toxin in a fusion with an N-terminal His tag wherein a sub-unit from the 
Stx2e operon is cloned into a suitable vector system which is encoded for the B 
sub-unit (Stx2eB) of the 2e Shiga toxin in a fusion with the N terminal His tag, 
the resultant recombinant plasmid is transformed into an E. coli strain, the 
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resultant expression system is induced, and the fusion protein is expressed and 
purified. 

19. The method according to claim 18 wherein the size of the terminal tag is 1 
kDa, as a maximum. 

20. The method according to claim 18 or 19 wherein the terminal tag is an amino 
terminal His tag. 

21. The method according to any one of claims 18 to 20 wherein the expression 
culture is subjected to a lytic buffer treatment. 

22. The method according to any one of claims 18 to 21 wherein the expression 
culture is subjected to a treatment in a French Press or by ultrasonic sound. 

23. The method according to any one of claims 18 to 22 wherein the expression 
culture, after being treated by the French Press or ultrasonic sound and/or a 
lytic buffer, is submitted to an affinity chromatographic purification. 

24. The method according to claim 23 wherein purification is performed by means 
ofaFPLC. 

25. The method according to any one of claims 18 to 24 wherein the purified 
fusion protein undergoes crosslinking. 

26. A method wherein the fusion of spleen cells of mice immunized by using the 
recombinant fusion protein according to any one of claims 1 to 4 with myelom 
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cells is used for producing hybridoma clones for the preparation of anti-Stx2eB 
immune globulins. 

27. The method according to claim 26 where the antibodies produced by means of 
the hybridoma clones are employed for the in-process control for the 
production of the recombinant fusion proteins. 

28. The method according to claim 26 or 27 wherein the antibodies produced by 
the hybridoma clones are used for an affinity chromatographic purification 
method for the Stx2e holotoxin. 



